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Les positions des évènements de recombinaison s’agrègent ensemble, formant des 
hotspots déterminés en partie par la protéine à évolution rapide PRDM9.  En particulier, ces 
positions de hotspots sont déterminées par le domaine de doigts de zinc (ZnF) de PRDM9 qui 
reconnait certains motifs d’ADN.  Les allèles de PRDM9 contenant le ZnF de type k ont été 
préalablement associés avec une cohorte de patients affectés par la leucémie aigüe 
lymphoblastique.  Les allèles de PRDM9 sont difficiles à identifier à partir de données de 
séquençage de nouvelle génération (NGS), en raison de leur nature répétitive.  Dans ce projet, 
nous proposons une méthode permettant la caractérisation d’allèles de PRDM9 à partir de 
données de NGS, qui identifie le nombre d’allèles contenant un type spécifique de ZnF.  Cette 
méthode est basée sur la corrélation entre les profils représentant le nombre de séquences 
nucléotidiques uniques à chaque ZnF retrouvés chez les lectures de NGS simulées sans erreur 
d’une paire d’allèles et chez les lectures d’un échantillon.  La validité des prédictions obtenues 
par notre méthode est confirmée grâce à analyse basée sur les simulations. Nous confirmons 
également que la méthode peut correctement identifier le génotype d’allèles de PRDM9 qui 
n’ont pas encore été identifiés.  Nous conduisons une analyse préliminaire identifiant le 
génotype des allèles de PRDM9 contenant un certain type de ZnF dans une cohorte de patients 
atteints de glioblastomes multiforme pédiatrique, un cancer du cerveau caractérisé par les 
mutations récurrentes dans le gène codant pour l’histone H3, la cible de l’activité épigénétique 
de PRDM9.  Cette méthode ouvre la possibilité d’identifier des associations entre certains 
allèles de  PRDM9 et d’autres types de cancers pédiatriques, via l’utilisation de bases de 
données de NGS de cellules tumorales. 
Mots-clés : PRDM9, Hotspots de Recombinaison, Cancers Pédiatriques, Modifications sur les 
Histones, Séquençage de Nouvelle Génération  
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Abstract 
The positions of recombination events cluster tightly together in recombination 
hotspots, which are determined in part by the rapidly evolving protein PRDM9 via its tri-
methyltransferase activity. The locations of hotspots are determined by the repetitive ZnF 
array of PRDM9, which binds to DNA. Alleles of PRDM9 containing the k-ZnF have 
previously been associated with patients affected with childhood acute lymphoblastic 
leukaemia. PRDM9 alleles are notoriously difficult to type due to the repetitive nature of the 
ZnF arrays. Here, we propose a method to characterize the alleles of PRDM9 from next-
generation sequencing samples, by identifying the number of alleles containing a specific ZnF 
type. Our method is based on the correlation between profiles from the sample, representing 
the counts of nucleotide sequences unique to each ZnF, and from ideal sets of short reads 
representing an allele pair. We conduct a simulation analysis to examine the validity of the 
predictions obtained by our method with all pairs of known alleles. We confirm that the 
method can accurately genotype previously unobserved PRDM9 alleles. We also conducted a 
preliminary analysis to identify the PRDM9 k-ZnF genotype in a cohort of paediatric 
glioblastoma (pGBM), a childhood cancer characterized by the recurrent mutations in the 
coding sequence of the histone H3, the target of the enzymatic activity of PRDM9. Although 
no associations of k-ZnF containing PRDM9 alleles is found in our pGBM cohort, this method 
opens the possibility of identifying associations between certain PRDM9 alleles with other 
types of early onset childhood cancers, through a data-mining effort in public cancer 
databases. 
Keywords : PRDM9, Recombination Hotspots, Childhood Cancer, Histone Modifications, 
Next-Generation Sequencing  
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La variation phénotypique retrouvée dans les populations est régulée pour chaque 
individu par son génome unique et l’environnement auquel il a été exposé. Les variations 
portées dans un génome sont héritées des parents, et peuvent mener à une modulation des 
traits.   La variation de certains traits n’aura aucun impact sur la survie d’un individu, tandis 
que d’autres peuvent augmenter ou diminuer le risque que celui-ci soit affecté par certaines 
maladies, comme les cancers.  Les cancers sont définis comme étant un groupe de maladies 
hétérogènes, toutes causées par une prolifération incontrôlée de certains types de cellules.  Ce 
comportement est actionné par l’accumulation de mutations dans le génome de la cellule au 
cours du temps.  Néanmoins, certains variants ayant un impact sur le développement d’un 
cancer peuvent être transmis des parents.  Par exemple, la présence de certains 
polymorphismes nucléotidiques (SNP), dans le gène BRCA1 (Futreal et al., 1994), augmente 
fortement le risque des cancers du sein ou de l’ovaire pour ceux portant ces variants.  Les 
variants transmis ont un rôle particulièrement important dans les cancers pédiatriques, puisque 
la courte durée de vie de l’enfant ne peut généralement justifier un nombre de mutations 
somatiques suffisant pour le développement de cancers.  L’identification de ce type de variants 
est essentielle, puisque cela peut permettre la prévention de certains cancers ou l’identification 
de nouveaux mécanismes cellulaires pouvant être ciblés de manière pharmacologique.   
Souvent, l’étude des variants est concentrée sur les polymorphismes nucléotidiques, 
qui ne couvrent qu’une seule paire de bases, parce que leur identification est plus simple que 
pour d’autres types de variants structuraux impliquant des brins nucléotidiques de l’échelle de 
1 kb à 3 Mb (Feuk, Carson, & Scherer, 2006).  Les variants structuraux peuvent également 
contribuer d’une manière importante à la carcinogenèse : un exemple est l’association 
observée entre la leucémie aigüe lymphoblastique (LAL) pédiatrique avec certains allèles de 
PRDM9, qui ont une structure répétitive similaire à celle des microsatellites.  Ces allèles sont 
difficiles à identifier à partir de données de séquençage de Nouvelle Génération (NGS), en 
raison de la structure particulière de la séquence codante de PRDM9 et des caractéristiques 
propres aux données de NGS. 
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L’objectif de ce mémoire sera ainsi d’élaborer une méthode permettant de mieux 
caractériser les allèles de PRDM9 à partir de données de NGS.  Notre approche prend en 
considération les particularités du gène, et comble certaines lacunes de méthodes existantes.  
Considérant les associations préalablement identifiées entre certains allèles de PRDM9 avec 
les cohortes de patients de LAL pédiatriques, nous croyons être en mesure de les répliquer 
chez d’autres cancers pédiatriques.  Plusieurs raisons, qui seront décrites en détail dans ce 
travail, nous dirigeaient vers l’étude d’une cohorte de glioblastomes multiformes pédiatriques 
afin de tester notre méthode. 
Ce mémoire est divisé en trois chapitres.  Le premier consiste en une revue de 
littérature qui a deux intentions ; introduire le lecteur aux concepts clés nécessaires à la 
compréhension complète du reste du mémoire, et l’introduction de théories et hypothèses 
pertinentes, à la pointe de la connaissance scientifique.  Le second chapitre présente un article 
détaillant la méthode développée dans le but de caractériser les allèles de PRDM9.  Cet article 
présente également une validation de la méthode, basée sur des simulations, puis une analyse 
préliminaire permettant l’identification du nombre d’allèles de PRDM9 portant le doigt de zinc 
de type k chez une cohorte de patients atteints de glioblastomes multiformes pédiatriques, un 
type de cancer caractérisé par des mutations récurrentes dans le gène codant pour la cible de 
l’activité épigénétique de PRDM9.  Finalement, le troisième et dernier chapitre présente une 
synthèse du parcours qu’a pris le projet, et les améliorations qui pourraient être faites afin 
d’améliorer la méthode expérimentale. 
 
  
1 Revue de littérature 
Ce chapitre, divisé en six sections, se veut descriptif des notions importantes à la 
compréhension de notre hypothèse et de l’article présenté au chapitre 2 de ce mémoire. La 
première partie décrit la chromatine (section 1.1), qui est la macromolécule composée d’ADN 
et de protéines au centre des chromosomes. Certaines protéines formant la chromatine, les 
histones, peuvent subir des modifications post-traductionnelles (section 1.1.2) par des 
enzymes, dont les membres de la famille de protéines des PRDMs, à laquelle appartient 
PRDM9.  Nous nous intéressons ensuite aux glioblastomes multiformes pédiatriques (section 
1.1.3), un type de cancer du cerveau dont les modifications post-traductionnelles sur les 
histones sont fréquemment dérégulées.  La seconde partie de ce chapitre couvre la structure de 
la famille de protéines PRDMs (section 1.2.1), et comment leur structure est reliée à  leur 
histoire évolutive (section 1.2.2).  Nous décrivons ensuite en détails les particularités de 
PRDM9 et les mécanismes dans lequel il est impliqué (section 1.3). 
Les sections 1.4 et 1.5 présentent les technologies et méthodes utilisées pour la 
caractérisation de séquences d’acides nucléiques provenant d’un génome, et les particularités 
de celles-ci auxquelles il faut tenir compte afin d’éviter certaines erreurs d’analyses.  
Finalement, des méthodes bioinformatiques ont été déjà été mises au point permettant la 
caractérisation de PRDM9 à partir de données de séquençage de nouvelle génération.  Leurs 
forces et leurs faiblesses seront décrites à la section 1.6.  Finalement, nous abordons en détail 




Le génome de tout être vivant est composé d’un ensemble de chromosomes, dont le 
nombre varie.  Certaines espèces ne comptent qu’un seul chromosome, comme c’est le cas 
chez les bactéries, tandis que d’autres espèces en comptent plusieurs centaines.  Par exemple, 
on en retrouve 630 chez la plante Ophioglossum reticulatum (Singh, 2004).  La partie 
fondamentale de tout chromosome est une large macromolécule faite d’une série d’acides 
désoxyribonucléiques (ADN): l’adénosine (A), la cytosine (C), la thymine (T) et la guanine 
(G), disposées en deux brins polynucléotidiques complémentaires formant une double-hélice 
(Watson & Crick, 1953).  La biologie moléculaire se base sur le dogme central que certaines 
sous-séquences d’ADN sont des gènes, et sont transcrites dans des conditions cellulaires 
spécifiques vers des molécules d’acides ribonucléiques (ARN).  Celles-ci peuvent ensuite être 
traduites en protéines suivant le code génétique (Nirenberg et al., 1965), universel à travers les 
espèces, sauf quelques exceptions (Turanov et al., 2009). Les interactions entre les différentes 
composantes de la cellule ne sont pas unidirectionnelles : les protéines peuvent interagir avec 
les molécules d’ADN et d’ARN et influencer leurs activités.  Le génome nucléaire de 
l’homme est composé de 23 paires de chromosomes,  dont la composante d’ADN a une 
longueur variant entre 50 et 250 millions de paires de bases (Hansen, 2012).  Plusieurs 
mécanismes expliquent comment une telle quantité d’ADN arrive à être condensée à un tel 
point qu’elle peut se retrouver entièrement compactée dans le noyau d’une cellule.  L’un de 
ces mécanismes consiste en la condensation de l’ADN autour de protéines, pour former un 
complexe macromoléculaire d’ADN et de protéines, nommé la chromatine.  La structure de la 
chromatine, décrite à la section 1.1.1, a une importance capitale dans la régulation de 
l’expression génique.  De plus, les modifications sur les histones, qui consistent en la 
composante protéique de la chromatine (section 1.1.2), peuvent moduler l’expression des 
gènes.  La dérégulation de ces modifications peut ainsi mener à une conséquence 
phénotypique.  Par exemple, nous aborderons à la section 1.1.3 le sujet des glioblastomes 
multiformes pédiatriques, une forme de cancer pédiatrique du cerveau qui a une signature de 
dérèglements non seulement au niveau du génome, mais également au niveau des 
modifications sur les histones.  
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1.1.1 La structure de la chromatine 
L’architecture de la chromatine joue un rôle capital dans l’expression génique.  Selon 
le niveau d’accès de l’ADN aux protéines permettant la transcription, la chromatine peut être 
retrouvée sous deux formes.  Le niveau de condensation de l’ADN est moins élevé dans 
l’euchromatine, permettant la transcription, tandis que la condensation de l’ADN est beaucoup 
plus intense dans l’hétérochromatine, ce qui empêche la machinerie transcriptionnelle 
d’accéder à l’ADN.  Les nucléosomes sont les sous-unités formant la chromatine, disposées de 
manière organisée grâce à l’action médiatrice des condensines (Hirano, 2012). Auparavant, il 
était reconnu que les nucléosomes se refermaient ensemble en fibres de chromatine d’une 
largeur de 30 nm, mais cette idée n’est pas supportée par les observations des nouvelles 
technologies, telles que la microscopie cryo-électronique (Eltsov, Maclellan, Maeshima, 
Frangakis, & Dubochet, 2008) (Nishino et al., 2012).  Les octamères d’histones sont des 
complexes protéiques au cœur des nucléosomes, autour desquels l’ADN s’enroule. Quatre 
histones différentes sont retrouvées chez l’octamère d’histones, soit H2A, H2B, H3 et H4.  
L’octamère est formé lorsque deux tétramères, l’un formé de deux copies de H2A et de H2B 
et l’autre de deux copies de H3 et de H4, s’associent ensemble. La structure et l’architecture 
de l’ensemble de la chromatine sont dynamiques, notamment dues à l’activité de marques 
épigénétiques sur les histones, qui sont souvent spécifiques au contexte de la cellule. Les 
marques modificatrices d’histones, décrites plus en détails à la prochaine section, sont 
modulables selon le stade du développement, les influences environnementales, ou encore le 
type particulier de la cellule.  
1.1.2 Les modifications sur les histones 
L’aspect dynamique de la chromatine est régulé par des modifications épigénétiques, 
qui se définissent comme les modifications ayant un effet sur l’expression des gènes sans 
altération de la séquence d’ADN du génome (Berger, Kouzarides, Shiekhattar, & Shilatifard, 
2009).  L’épigénétique est l’étude de la méthylation de l’ADN et des modifications post-
traductionnelles covalentes qui affectent les histones.  Spécifiquement, les queues N-
terminales de celles-ci, riches en acides aminés basiques, recrutent des partenaires 
enzymatiques qui modulent les interactions entre différents nucléosomes (Bannister & 
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Kouzarides, 2011).  Les modifications sur les histones agissent sur l’expression génique selon 
deux modes d’action principaux: la modification de la structure de la chromatine et la 
modification de la régulation des facteurs de liaison (Bannister & Kouzarides, 2011).  Le 
processus de modifications sur les histones est dynamique et multidimensionnel, et est modulé 
par plusieurs facteurs, tels que l’étape du cycle cellulaire, les modifications environnementales 
ou le développement de l’organisme. 
Le type de catalyse enzymatique détermine la classification des modifications sur les 
histones.  Les activités enzymatiques sur celles-ci les mieux caractérisées sont l’acétylation, la 
phosphorylation et la méthylation. Il existe plusieurs autres types de modifications des 
histones, dont la déimination, l’ubiquitination, et la sumoylation. L’acétylation, catalysée par 
les histones acétyltransférases, est caractérisée par le transfert d’un groupement acétyl sur les 
lysines, ce qui inhibe la charge positive de celles-ci.  Cela diminue la force d’interaction entre 
les histones et l’ADN.  Ce type de modification a un rôle dans la différentiation des cellules 
souches (Dovey, Foster, & Cowley, 2010).  De plus, la fonction de la lysine acétyltransférase-
5 est perdue chez certaines tumeurs en raison de mutations récurrentes, dont les tumeurs 
colorectales et pancréatiques  (Gayther et al., 2000).  La phosphorylation, quant à elle, survient 
principalement sur les sérines, thréonines et tyrosines des queues des histones (Bannister & 
Kouzarides, 2011).  Lorsqu’associée à l’expression des gènes, cette modification est 
fréquemment impliquée dans la régulation de gènes prolifératifs, comme ceux régulés par le 
facteur de croissance épidermal EGF (Rossetto, Avvakumov, & Côté, 2012).  La méthylation 
des queues d’histones peut être catalysée sur les arginines, les lysines et les histidines, qui sont 
les acides aminés basiques.  De plus, les lysines peuvent être mono-, di-, ou tri-méthylées.  Les 
arginines, quant à elles, peuvent être asymétriquement mono- ou symétriquement di-méthylées 
(Bannister & Kouzarides, 2011).  Les sites de méthylation les plus étudiés chez la lysine 
comprennent les histones H3, sur la lysine 4 (H3K4), H3K9, H3K27, H3K36, H3K76 et 
H3K20.  La marque H4K27 tri-méthylée (H3K27me3) est associée à la chromatine réprimée, 
tandis que la marque H3K4me3 est associée à l’activation de la transcription liée à l’activité 
de promoteurs (Greer & Shi, 2012). Cette marque est également reconnue par la protéine CSR 
recombinase, nécessaire à la formation de bris doubles-brins (Stanlie, Aida, Muramatsu, 
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Honjo, & Begum, 2010). Certaines modifications sur les histones courantes, sont listées de 
manière non exhaustive à la Figure 1-1.    
  Chacune des classes de modifications sur les histones discutées précédemment ont 
leurs réactions inverses : la déacétylation, le retrait du groupement phosphate et la 
déméthylation.  Les enzymes catalysent ainsi le retrait de marques laissées préalablement par 
d’autres enzymes dans une étape de la vie cellulaire, mais qui ne sont plus appropriées.  
Celles-ci jouent également sur le remodelage de la chromatine et ont un impact sur le 
développement et la différentiation cellulaire.  Par exemple, l’enzyme JARID1 est impliquée 
dans la répression transcriptionnelle et a une activité déméthylase H3K4me3, une marque 




Figure 1-1. Modifications courantes sur les histones pour chacune des sous-unités formant 
l’octamère d’histone : H2A, H2B, H3 et H4. Les marques d’acétylation (Ac), de 
phosphorylation (P) et de méthylation (Me) sont représentées sur les acides aminés où elles 
ont été observées. Les modifications qui ont été observées comme dérégulées dans certaines 
cellules tumorales par rapport à leur état dans leurs cellules respectives normales sont 
représentées par un éclair (Rodríguez-Paredes & Esteller, 2011).  
 
La conservation des marques épigénétiques clés à travers plusieurs générations de 
cellules a été démontrée comme possible chez l’organisme S. cerevisiae (Katan-Khaykovich & 
Struhl, 2011) et dans des cultures cellulaires (Xu et al., 2010).  Le mécanisme régulant ce 
transfert de modifications post-traductionnelles sur les histones n’est pas encore bien défini.  Il 
est possible que chacune des cellules filles reçoive la moitié de chaque octamère d’histones, et 
l’ajout des modifications sur les histones sur la nouvelle moitié serait fait en utilisant 
l’ancienne comme gabarit (Tsukada et al., 2006).  De plus, ces marques peuvent être 
conservées d’une génération à l’autre chez plusieurs organismes dont la levure et la souris, ce 
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qui suggèrerait la présence d’un tel phénomène chez l’humain (Youngson & Whitelaw, 2008).  
La complexité des patrons de marques épigénétiques nécessite une régulation rigoureuse.  
Certaines dérégulations peuvent affecter le développement et la différentiation cellulaire, deux 
processus clés dans le développement d’un organisme.  Ainsi, ces dérégulations peuvent être à 
l’origine de certains cancers, tel que les glioblastomes multiformes pédiatriques.  
1.1.3 Les glioblastomes multiformes pédiatriques 
Les glioblastomes multiformes pédiatriques (pGBM) sont la forme la plus fréquente et 
la plus agressive de tumeurs malignes du cerveau. Seulement 5 à 15% des patients atteints de 
pGBM survivent aux cinq années suivant leur diagnostic, ce qui en fait la cause de mortalité la 
plus importante reliée au cancer chez les enfants (Borgo et al., 2010).  Malgré une 
ressemblance morphologique, les pGBM sont distincts moléculairement de leurs homologues 
adultes, entre autre parce qu’ils ne répondent pas de la même manière aux traitements (Paugh 
et al., 2010).  Il est dit des glioblastomes que ce sont des tumeurs épigénétiques (Maleszewska 
& Kaminska, 2013), c’est à dire que leur machinerie régulant l’épigénétique est fréquemment 
perturbée.  En particulier, le gène H3F3A, codant pour l’histone H3, a montré une récurrence 
de mutations chez des patients atteints de pGBM (Schwartzentruber et al., 2012).  Ces 
mutations se situent particulièrement dans la séquence codant pour la queue de l’histone, ce 
qui peut avoir des impacts sur la reconnaissance de certains résidus par les enzymes catalysant 
une modification d’histones.  Les mutations chez le gène H3F3A sont plus fréquentes chez les 
patients en bas âge dont les glioblastomes sont situés dans la région du tronc cérébral et du 
thalamus (Fontebasso, Liu, Sturm, & Jabado, 2013).  On retrouve un profil transcriptomique 
différent entre les cellules saines et les tumeurs portant une mutation dans le gène H3F3A 
(Sturm et al., 2012), ce qui suggère une dérégulation de l’expression génique causée par le 
changement de la structure de la chromatine.  D’autres protéines modificatrices de l’histone 
sont également mutées de manières récurrentes dans les glioblastomes multiformes 
pédiatriques, dont ATRX, un gène codant pour une protéine qui altère la disposition des 
nucléosomes.    
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1.2 La famille de protéines des PRDMs 
Les protéines catalysant l’ajout de marques épigénétiques sur les queues des histones, 
présentées dans la section précédente, peuvent repérer certains motifs de l’ADN par le biais de 
mécanismes de reconnaissance variés.  La position dans le génome déterminée pour la catalyse 
des modifications covalentes sur les histones a un rôle majeur pour la régulation de 
l’expression génique et du recrutement de complexes protéiques. Dans la section 1.2.1, nous 
présenterons la structure de la famille de protéines PRDM, qui catalyse la méthylation des 
queues d’histones, permettant une modulation de la transcription de l’information génétique. 
Nous survolerons ensuite à la section 1.2.2 les modes d’évolution de cette famille de protéines, 
qui compte 17 membres dans les cellules humaines (Fumasoni et al., 2007), et l’impact qu’a 
eu son parcours évolutif sur son mécanisme de reconnaissance de motifs d’ADN.  
1.2.1 Structure 
Les membres de la famille des PRDM ont un domaine PR (« PRDI-BF1 et RIZ1 
homologie ») à leur extrémité N-terminale.  Ce domaine a une homologie de 20-30% avec le 
domaine conservé SET, connu pour son activité histone méthyltransférase (HMT) (Huang, 
2002).  Cette activité enzymatique catalyse l’ajout d’un groupement méthyl sur les arginines 
ou sur les lysines des histones (Trievel, 2004).  Seulement certains membres de la famille 
PRDM ont une activité histone méthyltransférase, spécifiquement PRDM2 (Derunes et al., 
2005), PRDM3, PRDM8 (Eom et al., 2009), PRDM9 (Hayashi, Yoshida, & Matsui, 2005) et 
PRDM16 (Di Zazzo, De Rosa, Abbondanza, & Moncharmont, 2013).  Les modifications sur 
les histones respectives catalysées par ces protéines sont H3K9, H3K9me1, H4K9, H3K36me3 
ou H3K4me3 (Eram et al., 2014), et H3K9me1.  Ces protéines méthylent une arginine 
principalement sur l’histone H3, mais également sur l’histone H4.  Une activité enzymatique 
faible a également été observée pour la protéine PRDM6 (Wu et al., 2008), mais l’activité 
observée pourrait être due au recrutement d’une autre protéine. 
 À leur extrémité C-terminale, les protéines PRDM ont un nombre variant de doigts de 
zinc disposés séquentiellement (Di Zazzo et al., 2013).  Les doigts de zinc sont des motifs 
d’acides aminés formant une structure conservée, caractérisée par la présence d’un ion de zinc 
stabilisant la structure. Les doigts de zinc peuvent être disposés en tandem, ce qui permet la 
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liaison des motifs distincts d’acides nucléiques de longueur variables (Klug, 2010).  Dans les 
cas où la protéine PRDM ne possède pas d’activité enzymatique, elle recrute via des 
interactions protéines-protéines des partenaires qui laissent des modifications sur l’histone à 
proximité de l’emplacement du site de liaison du domaine de doigts de zinc (Hohenauer & 
Moore, 2012).   
 Différents isoformes sont connus pour les gènes de la famille des PRDM, ceux-ci étant 
produits via différents mécanismes.  Certains membres des PRDM ont des promoteurs 
alternatifs, produisant des protéines qui possèdent ou non le domaine PR.  Ce phénomène a été 
observé chez les protéines PRDM1 (Györy, Fejér, Ghosh, Seto, & Wright, 2003), PRDM2 
(Liu, Shao, Steele-Perkins, & Huang, 1997), PRDM3 (Hirai, 1999) et PRDM16 (Lahortiga et 
al., 2004). Chez les homologues de PRDM6 (Wu et al., 2008) et de PRDM9 (Hayashi et al., 
2005) chez la souris, le domaine contenant la répétition de doigts de zinc est partiellement ou 
complètement manquant chez certains isoformes. Quelques gènes PRDM subissent un 
mécanisme d’épissage alternatif.  Certains exons sont épissés, causant leur retrait des pré-ARN 
messagers et résultant en une riche diversité de produits géniques à partir d’un même gène.  
Chez l’humain, ce mécanisme a été observé chez PRDM1 (Morgan, Mould, Li, Robertson, & 
Bikoff, 2012), PRDM2, PRDM3, PRDM5, PRDM6, PRDM7, PRDM8, PRDM10, PRDM11 et 
PRDM16.  Des preuves similaires ont été retrouvées chez certains gènes homologues de 
cellules murines, soit pour PRDM1, PRDM6, PRDM9, PRDM10, PRDM13 et PRDM16 (Di 
Zazzo et al., 2013).  
 Plusieurs études ont caractérisé les isoformes alternatifs des produits des gènes PRDM, 
mais leur pertinence fonctionnelle n’est pas bien définie (Di Zazzo et al., 2013). Plusieurs 
études ont proposé des hypothèses différentes pour les fonctions particulières de ces 
isoformes.  Par exemple, les isoformes de PRDM10 apparaissent à différents stages du 
développement du cerveau, puisque l’on observe une augmentation de l’expression de l’un des 
isoformes en fonction de l’âge de la souris, alors que l’autre subit une diminution d’expression 
(Siegel, Huang, & Becker, 2002). Il a été suggéré que les isoformes de PRDM1, quant à eux, 
sont retrouvés en ratios différents selon le tissu, après avoir observé l’absence d’expression de 
l’un des isoformes dans les tissus rénaux et pancréatiques.  Malgré ces observations, le rôle 
fonctionnel des isoformes demeure incertain, tout comme leur implication dans les différents 
produits géniques sont impliqués dans les différents processus du développement ou de 
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différentiation cellulaire.  Est-ce que les protéines incomplètes ont la même activité 
enzymatique que les PRDM complètes, même si le site actif est absent ? Ont-elles les mêmes 
propriétés de liaison à l’ADN des suites de doigts de zinc, via des procédés de recrutement par 
des interactions protéine-protéine ?  
 Puisque les protéines de la famille des PRDMs peuvent modifier la chromatine, elles 
ont des rôles importants lors de la régulation de l’expression génique (Di Zazzo et al., 2013).  
Les membres de cette famille sont exprimés dans des cellules spécifiques, avec pour 
exceptions les protéines PRDM2, PRDM5 et PRDM11 (Hohenauer & Moore, 2012).  Selon le 
type de cellule, la même protéine PRDM peut réguler des ensembles de cibles distincts 
(Hohenauer & Moore, 2012).  En raison de cette activité dépendante du contexte cellulaire, les 
protéines PRDM sont impliquées dans des procédés de différentiation cellulaire et de 
développement, grâce au recrutement de complexes de facteurs permettant le remodelage de la 
chromatine.  Un exemple de ce phénomène est la protéine PRDM3, capable de recruter CtBP, 
une protéine pouvant réprimer la voie de signalisation du facteur de croissance β (Izutsu, 
2001).  Plusieurs études démontrent des patrons d’expressions différents des gènes PRDMs à 
travers les stages du développement de l’embryon.  Par exemple, PRDM3 est exprimé chez 
l’embryon de l’organisme modèle Xenopus durant le développement de certaines parties de 
son cerveau, des arches branchiales, et des bourgeons de membres (Van Campenhout et al., 
2006). PRDM1, quant à lui, est exprimé dans le développement le pharynx, les yeux, les 
somites et les bourgeons de membres chez la même espèce (de Souza et al., 1999).  Ceci fait 
en sorte que l’expression des gènes de la famille des PRDM est dépendante du contexte.  
1.2.2 Mode d’évolution de la famille des PRDMs 
Les protéines de la famille des PRDM partagent une structure d’un domaine de doigts 
de zinc qui a des propriétés de liaison à l’ADN et d’un domaine PR/SET, qui a une activité 
histone méthyltransférase.  La fonction et la structure partagées entre membres de la famille de 
gènes PRDM suggèrent une évolution à partir d’un ancêtre commun.  Le premier membre de 
la famille est apparu chez le clade métazoaire, qui englobe l’ensemble des eucaryotes 
multicellulaires hétérotrophes.  Ce clade est le seul où les orthologues de la famille des PRDM 
sont retrouvés (Figure 1-2), ce qui supporte une origine probablement située à la base des 
métazoaires (Fumasoni et al., 2007). La famille de gènes a subit une expansion massive à 
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travers le domaine animal, mais surtout durant l’évolution des vertébrés.  Ceci est démontré 
par le petit nombre de gènes orthologues de la famille qui ont été identifiés chez les 
invertébrés : 2 gènes PRDM sont retrouvés chez les nématodes, et 3 chez les arthropodes. 
Chez les vertébrés,  16 gènes ont été retrouvés chez les amphibiens, rongeurs et oiseaux, et un 
de plus chez les primates (Fumasoni et al., 2007).  Il a été démontré que malgré les différences 
retrouvées dans les séquences codantes, certaines PRDMs ont des fonctions redondantes chez 
certaines espèces (Ding, Clouthier, & Artinger, 2013).   
 
Figure 1-2. Arbre phylogénétique de la famille de gènes PRDMs.  On retrouve à côté de 
chaque espèce le nombre de gènes de la famille entre parenthèses.  Les espèces surlignées en 
bleu appartiennent au clade des vertébrés, tandis que les espèces surlignées en jaune sont des 
invertébrés.  Les étoiles rouges représentent les évènements clés dans l’évolution de la famille 
de gènes : l’apparition de la famille (FB), une expansion rapide (FE) et des évènements de 
duplication de gènes PRDMs dans le génome (GD) (Fumasoni et al., 2007).   
 
 Il existe une corrélation entre la complexité d’un organisme et l’accumulation de séries 
de séquences codantes de doigts de zinc dans son génome.  Une question ouverte demeure : 
comment est-ce que chaque membre de la famille PRDM retient sa spécificité de liaison, 
malgré une expansion par duplication de la famille?  L’une des hypothèses souvent supportée 
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est basée sur le mécanisme d’évolution par duplication de gènes. Il existe trois possibles 
aboutissements à ce mode d’évolution: la non-fonctionnalisation, la néo-fonctionnalisation et 
la sous-fonctionnalisation (Ohno, 1970).  Dans le premier cas, l’insertion de mutations 
délétères cause une perte de la fonction du gène dupliqué.  L’insertion de mutations aléatoires 
chez Escherichia coli démontre que cette situation est la plus fréquente (Soskine & Tawfik, 
2010). La néo-fonctionnalisation, quant à elle, consiste en l’occurrence de mutations qui 
confèrent au gène dupliqué une fonction complètement nouvelle assortie d’un avantage 
sélectif.  La sous-fonctionnalisation s’explique par le partage des fonctions entre le gène 
dupliqué et le gène d’origine via l’accumulation de mutations délétères différentes dans 
chacune des copies (Lynch & Force, 2000).  Une autre hypothèse est que l’avantage adaptif 
soit conféré par l’expansion des gènes, qui mène à l’augmentation du nombre de doigts de 
zinc, pour changer la spécificité de liaison de l’ADN (Emerson & Thomas, 2009).  
Habituellement, les protéines à doigts de zinc ont un grand nombre de répétitions de doigts de 
zinc et on observe une augmentation de leur nombre au cours de l’évolution, bien que les 
causes de ce phénomène demeurent inexpliquées.  Ces observations, couplées avec la 
probabilité plus élevée du modèle sélectif par rapport au modèle neutre (Emerson & Thomas, 
2009), suggèrent que la sélection naturelle jouerait un rôle dans ce processus.  Cela 
s’expliquerait par le fait que les protéines à multiple doigts de zinc ont de plus grandes 
chances de reconnaître un site de liaison unique dans les génomes dont la taille est en 
augmentation (Emerson & Thomas, 2009). Par contre, plusieurs protéines à doigts de zinc 
chez les mammifères ont un nombre de répétitions de doigts de zinc plus élevé que ce qui est 
nécessaire pour la reconnaissance de sites de liaison à l’ADN uniques chez leurs génomes 
respectifs.  Il est possible que les erreurs de recombinaisons, qui seraient fréquentes dues à la 
nature répétitive des suites de doigts de zinc, causeraient la perte ou le gain de ceux-ci, tout en 
créant des protéines tout à fait fonctionnelles (Emerson & Thomas, 2009).  Cette hypothèse 
n’est pas supportée pour toutes les espèces, considérant que les hotspots de recombinaisons 
chez la souris sont regroupés loin des gènes fonctionnels dans le génome (Brick, Smagulova, 
Khil, Camerini-Otero, & Petukhova, 2012).  Le mécanisme de réplication de l’ADN peut 
également introduire des altérations chez les gènes PRDMs, considérant la possibilité de 
dérapage chez les suites de doigts de zinc en raison de leur structure répétitive.  Cela a été 
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démontré chez le gène PRDM9, un gène l’évolution rapide est exceptionnelle chez la souris et 
les primates (Ségurel, Leffler, & Przeworski, 2011). 
Il existe une corrélation entre le niveau d’expression de chacun des membres de la 
famille de gènes des PRDMs et la distance évolutive entre chaque membre du gène ancestral 
commun.  Les gènes récents ont ainsi un niveau d’expression plus bas que les gènes qui sont 
plus anciens, et sont plus spécifiques à certains tissus humains (Fumasoni et al., 2007).  Cette 
observation suggère que ces gènes soient dans un processus de sous ou de néo-
fonctionnalisation.  Ce phénomène n’est pas observé chez tous les gènes ou espèces.  Par 
exemple, il a été observé que la levure exprime largement certains gènes qui évoluent 
lentement (Pál, Papp, & Hurst, 2001).  Une autre explication est que les nouveaux gènes sont 
sous une régulation plus restrictive de leurs fonctions, possiblement due à leurs interactions 
avec d’autres gènes PRDM (Di Zazzo et al., 2013).  Par exemple, PRDM1 et PRDM14 sont 
co-exprimés durant le développement des cellules germinales (Di Zazzo et al., 2013).  Des 
gènes qui évoluent lentement tout en ayant un plus haut niveau d’expression ont été observés 
chez d’autres familles de gènes.  Ceci peut être expliqué par une sélection positive des 
protéines traduites, qui pourraient tout de même atteindre une structure tertiaire correcte, 





Les sites de liaisons à l’ADN de la protéine PRDM9, un membre de la famille des 
PRDM, ont été associés avec les hotspots de recombinaison (section 1.3.1), ce qui a permis 
une importante avancée à l’étude des modèles évolutifs de la recombinaison.  Plusieurs 
mécanismes peuvent expliquer le grand nombre d’allèles retrouvés dans les populations 
humaines.  En particulier, la structure répétitive particulière du domaine de doigts de zinc de 
PRDM9 semble jouer un rôle dans la génération de nouveaux allèles. Certains allèles rares de 
PRDM9 ont été associés à la leucémogenèse pédiatrique.  Cette section décrira en détail les 
mécanismes dans lesquels notre gène d’intérêt est impliqué.  
1.3.1 Rôle dans la recombinaison  
La méiose consiste en une division cellulaire qui produit des cellules filles ayant  la 
moitié des chromosomes des cellules d’origine.  C’est un phénomène retrouvé dans les 
cellules eucaryotes germinales diploïdes (Bernstein & Bernstein, 2010).  Lors de la méiose I, 
les chromosomes homologues s’assemblent et subissent un échange de matériel génétique 
grâce au processus de recombinaison.  La méiose II permet aux deux cellules filles diploïdes 
de se diviser en quatre gamètes haploïdes contenant chacune une seule copie de chaque 
chromosome.  Le phénomène de recombinaison permet  au matériel génétique de ces gamètes 
d’être constitué d’un mélange des chromosomes paternels et maternels, ce qui assure la 
diversité génétique de la descendance et augmente l’efficacité de la sélection naturelle.  En 
effet, la recombinaison assure que les mutations légèrement délétères ne soient pas 
accumulées dans un certain contexte génétique, tel que défini par le cliquet de Muller chez les 
espèces non-recombinantes (Muller, 1932).  De plus, la recombinaison est essentielle à la 
ségrégation correcte des chromosomes.  En l’absence d’une recombinaison précise, la 
ségrégation peut être défective, menant à la présence d’aneuploïdies (Davis & Smith, 2001). 
Certains évènements de recombinaison peuvent être biaisés.  L’un d’entre eux, la 
conversion génique, résulte en un échange d’un brin d’ADN non-réciproque entre les 
chromosomes assemblés.  Ce phénomène est plus fréquent dans les séquences riches en 
nucléotides GC (Duret & Galtier, 2009).  Il est également possible que la recombinaison 
survienne entre deux brins d’ADN qui n’ont pas d’homologie entre eux, résultant en la 
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recombinaison non-homologue. Ces procédés ont façonné l’évolution du profil génétique des 
populations de mammifères (Duret & Galtier, 2009).  Par exemple, la séquence codante de la 
série de doigts de zinc de PRDM9 évolue rapidement dû en partie à des phénomènes de 
conversion génique similaires à ceux retrouvés chez les microsatellites (Jeffreys, Cotton, 
Neumann, & Lam, 2013). 
Les évènements de recombinaison ne surviennent pas à des endroits aléatoires sur le 
génome, mais sont plutôt concentrés dans des hotspots, qui ont habituellement une longueur 
de 1 à 2 kb (Lesecque, Glémin, Lartillot, Mouchiroud, & Duret, 2014), séparés par de long 
segments chromosomiques où aucun événement de recombinaison ne survient.  La 
spécification de ces positions de hotspots est influencée par les sites de liaison de la protéine 
PRDM9 chez les mammifères (Parvanov, Petkov, & Paigen, 2010), et a été particulièrement 
étudiée chez les primates (Myers et al., 2010) et chez les souris (F Baudat et al., 2010). 
Plusieurs méthodes ont été utilisées pour démontrer l’implication de PRDM9 avec la 
spécification des hotspots de recombinaison.  Premièrement, une différence en évènements de 
recombinaison a été observée respectivement chez des souris (F Baudat et al., 2010), des 
humains, et des chimpanzés (Myers et al., 2010) portant des allèles de PRDM9 différents.  Il a 
également été observé que les segments chromosomiques reliés aux hotspots de 
recombinaison chez la souris sont enrichis en marques H3K4me3 dans les spermatocytes.  De 
plus, on a remarqué que les doigts de zinc de PRDM9 s’associent in vitro à une séquence 
d’environ 13 paires de bases d’ADN qui se situent au centre des hotspots (Brick et al., 2012).  
Ces démarches expérimentales donnent un grand poids à l’hypothèse que les hotspots de 
recombinaison sont spécifiés par PRDM9.  Cette protéine est essentielle au processus de 
prophase méiotique chez certains mammifères, alors qu’elle est absente chez d’autres. 
Le gène PRDM9 n’est pas présent chez les chiens, ce qui coïncide avec la stabilisation 
évolutive de la carte de recombinaison de son génome (Axelsson, Webster, Ratnakumar, 
Ponting, & Lindblad-Toh, 2012), qui est plus uniforme que celle du génome humain (Auton et 
al., 2013). Les sites de hotspots de recombinaison chez cette espèce sont retrouvés en excès 
dans les promoteurs des gènes par rapport aux autres espèces étudiées (Auton et al., 2013), et 
ce même phénomène est retrouvé chez les souris PRDM9 knock-out  (Brick et al., 2012).  Ceci 
suggère que PRDM9 dirige les évènements de recombinaison en dehors des éléments 
fonctionnels du génome (Brick et al., 2012).  Ainsi, la présence de PRDM9 dans le génome 
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peut avoir un rôle protecteur dans ces régions fonctionnelles contre les effets possiblement 
mutagéniques causés par la recombinaison. Une hypothèse alternative est que la fonction de 
PRDM9 n’a pas une telle importance : en effet, une étude récente a montré que PRDM9 a une 
préférence de liaison à des motifs d’ADN répétitifs situés aux régions péricentriques et 
centromériques des chromosomes (Oliver et al., 2009), qui évoluent rapidement.  Les 
protéines se liant à ces régions semblent avoir un effet suppresseur sur les évènements de drive 
méiotique.  Afin de contrer l’effet possiblement délétère du processus de drive méiotique 
affectant principalement les régions centromériques, les protéines les liant, tel que PRDM9, 
sont ainsi sélectionnées positivement lorsqu’elles évoluent rapidement.  Ceci peut expliquer 
tant l’évolution rapide de PRDM9, mais également la perte du gène chez certaines espèces, 
lorsqu’une autre protéine prend le relais de l’effet suppresseur (Oliver et al., 2009). 
1.3.2 Structure 
Comme les autres protéines PRDMs, PRDM9 est composée d’une suite répétitive de 
doigts de zinc à l’extrémité C-terminale, dont la structure de sa séquence codante rappelle 
celle des microsatellites, d’un domaine PR/SET muni d’une activité histone H3 lysine-4 tri-
méthyltransférase et d’un domaine KRAB, pouvant jouer un rôle médiateur pour les 
interactions protéines-protéines (Parvanov et al., 2010).  Un domaine de PRDM9 contient des 
doigts de zinc de type C2H2, signifiant qu’une paire de cystéines et une paire d’histidines 
participent au maintien de l’ion de zinc (Figure 1-3), disposés en tandem. La répétition de 
doigts de zinc a la capacité de reconnaître un motif spécifique sur l’ADN.  La marque 
épigénétique H3K4me3 portée sur les histones par PRDM9 semble recruter indirectement 
SPO11, une protéine exprimée durant la méiose ayant une activité similaire aux 
topoisomérases (Frédéric Baudat, Imai, & de Massy, 2013), impliquée dans un complexe 
important dans le processus de création de bris double brins (Stanlie et al., 2010).  Les 
protéines comportant le domaine KRAB et les doigts de zinc C2H2 font partie d’une grande 





Figure 1-3. Structure secondaire d’un doigt de zinc de type C2H2.  Chaque bille représente un 
acide aminé.  Deux cystéines (C) et deux histidines (H) maintiennent l’ion de zinc (Zn) en 
place.  Les acides aminés représentés par des billes noires ont un rôle dans la reconnaissance 
des sites de liaison de l’ADN, mais ne sont pas structuralement importants.  Les acides aminés 
représentés par les billes roses sont typiquement hydrophobes et sont essentiels pour le 
maintien de la structure du doigt de zinc.  Les doigts de zinc C2H2 sont typiquement disposés 
en tandem chez la protéine, permettant la reconnaissance de motifs différents, selon le nombre 
et le type de doigts de zinc (Knight & Shimeld, 2001).  
 
Chez l’humain, le gène codant pour la protéine PRDM est situé sur le bras court du 
chromosome 5. Onze exons sont retrouvés chez ce gène. Le onzième exon traduit l’ensemble 
de la série de doigts de zinc de la protéine (Hussin et al., 2013), qui peut englober entre 8 et 18 
répétitions (Berg et al., 2010).  
1.3.3 Répartition des allèles de PRDM9 dans la population humaine 
Les hotspots de recombinaison évoluent rapidement.  Par exemple, les cartes de 
recombinaison entre l’Homme et le chimpanzé sont drastiquement différentes, malgré un 
temps de divergence relativement court (Auton et al., 2012). Cela peut être expliqué par la 
tendance des hotspots de s’autodétruire à travers la transmission excessive de variants dans les 
hotspots qui mène à une régulation négative de l’initiation de recombinaison.  Ceci  pourrait 
conduire à la perte des hotspots, et il existe une pression sélective vers les allèles de PRDM9 
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pouvant reconnaître des hotspots alternatifs (Jeffreys et al., 2013).  Il est également possible 
que les hotspots de recombinaison évoluent rapidement simplement en raison de l’évolution 
rapide des allèles de PRDM9, particulièrement de son domaine de doigts de zinc qui lie la 
protéine à l’ADN.  Il a également été montré que la protéine PRDM9 contribue à l’instabilité 
de sa propre séquence, en particulier pour les protéines dont la séquence codante appartient à 
l’allèle D (Jeffreys et al., 2013).  Quel que soit le mécanisme sous-jacent à leur génération, de 
nombreux nouveaux allèles de PRDM9 sont constamment engendrés dans la population. 
Les deux allèles les plus fréquemment retrouvés dans la population Européenne sont 
les allèles A et B (Table 1-1), qui ont été retrouvés dans près de 95% des 105 individus 
d’origine Européenne recensés (F Baudat et al., 2010).  Une seconde étude a identifié une très 
grande variabilité des allèles de PRDM9, particulièrement chez des individus d’origine 
africaine (Berg et al., 2010).  Cette étude seule a identifié 24 nouveaux allèles, qui pour la 
plupart mènent à une diminution de l’activation des sites de hotspots par rapport aux individus 
portant l’allèle A.  Les individus portant l’allèle L20 ont démontré une augmentation  du 
nombre de sites de hotspots de recombinaison, mais ne repèrent pas les mêmes sites que 
l’allèle A.  Ces évidences démontrent que l’allèle de PRDM9, déterminé par son domaine de 
doigts de zinc, a une influence importante sur les sites de hotspots de recombinaison, et que 
chaque population a tendance à posséder des allèles spécifiques à celle-ci.  L’identification 
successive de nouveaux allèles dans plusieurs études suggère fortement que plusieurs allèles 




Table 1-1. Allèles de PRDM9 identifiés jusqu’à présent dans les études se concentrant sur 
PRDM9.  La nomenclature des allèles est définie par une lettre allant de A à E, puis L suivie 
d’un chiffre déterminé par l’ordre de découverte.  Chaque lettre minuscule et italique 
représente un type de doigt de zinc. Plusieurs allèles sont retrouvés spécifiquement dans les 
populations Africaines, représentées en vert, ou Européennes, montrées par les colonnes 
violettes.  L’allèle A est celui qui est retrouvé le plus fréquemment, autant dans les 
populations d’origine africaines qu’européennes. (Ponting, 2011) (Hussin et al., 2013).  La 
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1.3.4 Rôle dans la carcinogenèse pédiatrique 
La recombinaison est connue pour avoir un rôle important dans l’étiologie de certaines 
maladies (Purandare & Patel, 1997).  Par exemple, la ségrégation incorrecte des chromosomes, 
causée par un défaut de recombinaison, peut mener à des troubles génétiques comme la 
trisomie 21, qui est caractérisée par une copie additionnelle du chromosome 21.  Certains 
réarrangements génomiques de plus petite échelle sont dus à un échange inégal lors d’un 
événement de recombinaison entre chromosomes homologues.  Ce type d’échange inégal de 
matériel génétique peut causer par exemple la maladie de Charcot-Marie-Tooth.  Ainsi, la 
détermination des positions d’évènements de hotspots de recombinaisons a un rôle dans 
certaines maladies, ce qui suggère un rôle de PRDM9 dans leur développement. D’ailleurs, 
une étude a récemment démontré que de rares allèles de PRDM9 contenant le doigt de zinc k, 
sont retrouvés en excès dans des cohortes de patients pédiatriques atteints de leucémie aigüe 
lymphoblastique (LAL) affectant les précurseurs de cellules B comparativement à des 
cohortes saines appartenant à la même population (Hussin et al., 2013).  L’action de PRDM9 
est spécifique à la méiose dans les cellules germinales parentales, donc les allèles de PRDM9 
parentaux dont l’action peut avoir eu un impact sur la leucémogenèse de leur progéniture, ont 
également été considérés.  Cette association a été répliquée dans de multiples cohortes de 
patients atteints d’autres types de leucémies pédiatriques, tel que la LAL hyperdiploïde 
(Woodward, Olsson, Johansson, & Paulsson, 2014).   
Ces observations supportent l’idée d’évènements méiotiques contribuant à la 
carcinogenèse pédiatrique. Des pistes d’explication du mécanisme d’action de PRDM9 dans la 
tumorigenèse LAL pédiatrique ont été suggérées. Entre autres, la marque épigénétique laissée 
lors de la méiose par PRDM9, H3K4me3, est dérégulée chez plusieurs cancers pédiatriques, 
dont la leucémie. Le retrait de ces marques peut être empêché, causant leur transmission dans 
les cellules de la progéniture, et mener la chromatine à demeurer dans un état actif, permettant 
l’expression constante de gènes lors d’une étape inappropriée du développement (Chi, Allis, & 
Wang, 2010).  Si les marques de PRDM9 ne sont pas retirées de manière appropriée chez les 
cellules germinales, il est possible que l’hématopoïèse, qui consiste en la différentiation 
cellulaire des composants du tissu sanguin, peut ainsi en être affectée chez l’enfant, suivant 
cette transmission de marques épigénétiques.  En effet, l’hématopoïèse est strictement régulée 
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par des changements du profil épigénétique de la chromatine.  En particulier, la protéine 
RAG2 reconnaît les marques H3K4me3 présentes sur les queues d’histones, ce qui mène au 
recrutement de la machinerie nécessaire à la recombinaison V(D)J, qui est une recombinaison 
somatique essentielle à la maturation des cellules B et T (Matthews et al., 2007). Ce processus 
est clé à la génération de la grande diversité d’anticorps (Tonegawa, 1983). De plus, malgré 
que l’expression de PRDM9 semble spécifique à la méiose, il est possible que son expression 
soit dérégulée chez certains types de cellules tumorales, comme le confirment certaines 
cultures de cellules leucémiques (Johnson et al., 2003) (Feichtinger et al., 2012). 
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1.4 Technologies permettant l’identification de séquences d’acides 
nucléiques 
Nous sommes intéressés par l’identification des séquences d’acides nucléiques, en 
particulier depuis que la transmission de l’information génétique a été associée à la 
transmission de phénotypes.  Certains variants dans la séquence nucléique du génome sont 
traduits en variations phénotypiques.  L’identification de ceux-ci peut avoir un impact sur le 
diagnostic d’une maladie ou sur la compréhension de mécanismes cellulaires, d’où le fait que 
l’analyse des séquences d’ADN soit retrouvée dans un grand éventail de domaines, de 
l’écologie à l’épidémiologie.  En particulier, l’étude de l’évolution et de la génétique des 
populations utilisent l’information génétique afin d’étudier la répartition de segments d’ADN 
chez différentes espèces et populations. De multiples technologies ont été développées, 
chacune avec leurs avantages et inconvénients, qui permettent de fournir à ces domaines la 
capacité d’identifier les séquences d’ADN.  De plus en plus, la communauté scientifique se 
tourne du génotypage de variants communs d’un individu, fréquemment performé grâce à la 
technologie de puces à ADN, vers le séquençage afin d’identifier des variants retrouvés à une 
fréquence allélique plus faible (Metzker, 2005). Ceux-ci pourraient avoir un rôle important 
dans l’héritabilité non-expliquée par les variants communs (Zuk et al., 2014).  Depuis la 
première identification de la série de nucléotides d’un fragment du génome du bactériophage 
ΦX174 par Sanger (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977), la quantité de brins d’ADN séquencés 
n’a cessé d’augmenter.  De nos jours, nous pouvons compter sur la présence de technologies 
contemporaines permettant le séquençage d’exomes ou de génomes complets.  Cette section 
présentera deux méthodologies couramment utilisées : le séquençage Sanger (section 1.4.1) et 
l’ensemble des technologies de séquençage de nouvelle génération (NGS) (section 1.4.2). 
1.4.1 Séquençage Sanger 
Le principe du séquençage Sanger repose sur la synthèse du brin complémentaire de la 
séquence simple brin d’ADN d’intérêt servant de gabarit.  La séquence complémentaire est 
élongée tant que la polymérase catalyse la réaction entre les 2’-désoxynucléotides naturels  
présents en solution.  L’élongation du brin complémentaire est mise à terme lorsque la 
polymérase insère une molécule de 2’,3’-didésoxynucléotide (ddNTP), qui est identique aux 
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nucléotides naturels, mais manque un groupement 3-OH nécessaire à la formation d’un lien 
phosphodiester entre deux nucléotides. Cette réaction est effectuée quatre fois pour 
l’échantillon à séquencer, et chaque réaction requiert l’utilisation d’un seul type de 
ddNTP différent, soit les dATP, dGTP, dCTP et dTTP (Sanger et al., 1977).  Chacune des 
réactions va résulter en un ensemble de fragments d’ADN de longueurs variables qui ont à 
leur extrémité 3’ le même ddNTP.  Ces fragments sont séparés selon leur poids moléculaire 
grâce à l’électrophorèse sur gel, permettant ainsi de révéler la séquence du brin d’ADN 
d’intérêt.  
Depuis 1977, plusieurs améliorations du séquençage Sanger ont eu lieu, comme  
l’automatisation du séquençage de Sanger via des procédés tels que la capillarisation, qui 
permet une identification fiable de séquences plus longues de nucléotides.  Cette technologie, 
considérée comme étant le séquençage de première génération (Metzker, 2010), est possible 
grâce au marquage des ddNTPs à un colorant fluorescent spécifique. Un laser excite les 
fluorophores qui produiront des émissions fluorescentes de couleurs différentes selon le type 
du ddNTP passant devant la région détectrice, permettant une identification rapide (Metzker, 
2005).   
Le séquençage Sanger est encore utilisé de nos jours, souvent pour valider des 
observations identifiées dans des études à haut débit ou lorsque seule une petite région du 
génome est d’intérêt.  Cette technologie est encore considérée comme la plus fiable, malgré 
ses limitations techniques. En effet, cette méthode a pour principal inconvénient la longueur 
limitée des séquences pouvant être identifiées, qui peuvent seulement être de la marge de 300 
à 1000 nucléotides.  Le séquençage à haut débit, discuté à la prochaine section, permet 
l’augmentation des longueurs des séquences couvertes puisqu’il est basé sur le séquençage 
massivement parallèle de plusieurs milliers de fragments d’ADN. 
1.4.2 Séquençage à haut débit de nouvelle génération 
La distinction entre le séquençage de première et de nouvelle génération vient de leur 
capacité à générer simultanément des séquences, qui est de seulement 96 séquences en 
parallèle pour le séquençage Sanger, versus plusieurs millions pour les technologies de 
nouvelle génération (Mardis, 2008).  Ceci permet de couvrir le génome ou l’exome complet 
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d’un échantillon en une seule expérience.  Plusieurs plateformes de NGS ont été développées 
au cours des années, dont Ion Torrent, Roche 454 et Illumina.  Cette dernière est la plus 
répandue, considérant qu’elle tient à elle seule 70% de la part du marché du NGS (Bahassi & 
Stambrook, 2014).  Toutes ces plateformes permettent la lecture rapide et peu couteuse de 
courtes séquences d’ADN.  Elles ont des protocoles assez similaires, malgré quelques 
divergences sur certains points méthodologiques (Bahassi & Stambrook, 2014).  Ces 
divergences font en sorte que différentes sources de biais sont retrouvées chez chacune des 
plateformes : par exemple, la technologie Illumina est connue pour être sensible aux régions 
riches en nucléotides de type GC, menant à une perte de couverture dans ces régions (Ross et 
al., 2013).  Les technologies Ion Torrent et Roche 454, quant à elles, sont limitées dans la 
reconnaissance de longues séquences d’homopolymères, qui sont des répétitions d’un seul 
type d’acide nucléique (Nicholas J Loman et al., 2012).  
Une expérience de NGS peut se résumer grossièrement à trois étapes principales 
(Figure 1-4), soit la préparation de gabarits, le séquençage et l’imagerie des acides nucléiques, 
puis finalement l’analyse des données.  La préparation des gabarits consiste à utiliser des 
techniques biochimiques afin d’obtenir une représentation fiable du génome étudié en 
fragments d’acides nucléiques (Metzker, 2010).  Le génome est fragmenté aléatoirement en 
segments de 500 nucléotides ou moins (Bahassi & Stambrook, 2014), et un adaptateur, formé 
d’oligonucléotides synthétiques de séquence connue, est ligué aux extrémités des segments 
(Metzker, 2010).  Ces séquences sont ensuite immobilisées sur une surface solide pour 
permettre l’amplification en parallèle de milliers de segments.  Ce procédé varie selon la 
plateforme utilisée : dans le cas de Ion Torrent, la PCR par émulsion est utilisée sur les 
segments fixés sur des billes, tandis qu’Illumina dépend de l’amplification clonale en pont 
(Quail et al., 2012). 
Le séquençage s’effectue par synthèse de nucléotides libres ajoutés aux fragments 
fixés.  La synthèse peut se faire par l’ajout de nucléotides à partir des deux extrémités du 
fragment, ce qui résulte en deux courtes lectures, que l’on dit pairées.  Puisque la distribution 
de la distance entre les deux lectures peut être inférée, les algorithmes utilisés pour l’analyse 
des données générées sont plus efficaces.  À mesure que les nucléotides sont ajoutés sur le 
brin d’ADN, la séquence est enregistrée.  Différents mécanismes sont utilisés pour déterminer 
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cette séquence.  Pour la plateforme Ion Torrent, ceci est détecté par le changement de pH, 
induit par le relâchement d’un ion d’hydrogène lors de la réaction d’incorporation d’un 
nucléotide (Quail et al., 2012).  Dans le cas d’Illumina, c’est plutôt le changement de 
fluorescence générée par l’ajout de nucléotides, marqués par fluorescence, qui est détectée 
(Bahassi & Stambrook, 2014).  
L’étape de l’analyse des données générées par une expérience de NGS sera couverte 
plus en détails dans la section 1.5.  
 
Figure 1-4. Étapes principales partagées entre les protocoles de différentes plateformes de 
séquençage (Bahassi & Stambrook, 2014).   
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1.5 Technologies bioinformatiques  de traitement de données de 
séquençage à haut débit de nouvelle génération 
Les courtes lectures générées par les plateformes de séquençage doivent subir un 
ensemble d’opérations afin de pouvoir extraire l’information concernant le génome étudié.  
L’approche utilisée est habituellement déterminée par les informations préalablement connues 
sur le génome de l’espèce étudiée.  Il est possible d’effectuer l’alignement des courtes lectures 
sur un génome de référence, s’il est défini.  Ceci diminue le temps de calcul et améliore en 
général la qualité des résultats inférés, puisque la structure du génome est connue.  Par contre, 
le génome de plusieurs espèces n’a pas encore été étudié.  Dans ce cas, une approche basée sur 
l’assemblage de novo sera préférée, afin de contourner les contraintes imposées par la 
présence d’un génome de référence.  Cette section adressera tout d’abord un sommaire des 
étapes nécessaire à l’utilisation des courtes lectures, puis un survol des algorithmes conçus 
pour les deux approches analytiques destinées au traitement de courtes lectures de séquençage. 
1.5.1 Prétraitement des courtes lectures de séquençage 
Toute approche d’analyse de données de séquençage doit débuter par l’application de 
certains filtres de qualité sur les courtes lectures de séquençage, afin de diminuer la présence 
d’erreurs attribuées aux erreurs de séquençage.  Premièrement, les séquences d’adaptateurs 
dans les données doivent être repérées puis retirées, puisque celles-ci ne proviennent pas du 
génome de l’échantillon séquencé.  De plus, il est connu que la qualité du séquençage diminue 
aux extrémités 3’ des courtes lectures.  Ceci est dû au fait que les lectures sont synthétisées à 
partir de l’extrémité 5’, ce qui mène à l’accumulation possible d’erreurs à mesure que les 
bases individuelles sont ajoutées (Sleep, Schreiber, & Baumann, 2013), d’où l’importance de 
retirer les bases ayant un score Phred bas se situant aux extrémités d’une lecture.  La qualité 
d’un nucléotide séquencé est représentée grâce au score Phred q, définie en Équation 1-1.  Le 
score Phred est défini en fonction de la probabilité estimée p que la base a été mal inférée 
(Ewing & Green, 1998).  Par exemple, une base ayant un score Phred de 20 a une chance sur 
100 d’être erronée. 
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Équation 1-1 𝑞 = −10𝑙𝑜𝑔!"(𝑝) 
La présence d’erreurs dues à la technologie peut avoir un impact majeur sur les 
analyses bioinformatiques en aval, par exemple pour la reconnaissance de variants, d’où 
l’importance de proprement filtrer les courtes lectures afin de réduire au maximum la quantité 
d’erreurs.  
1.5.2 Alignement contre un génome de référence 
En raison de la grande quantité de données générées par une expérience de séquençage 
de nouvelle génération, des algorithmes efficaces sont nécessaires à l’alignement des courtes 
lectures contre le génome de référence. La recherche de plusieurs millions de courtes lectures 
dans un génome, contenant 3 milliards de paires de bases chez l’humain, requiert une structure 
de données pour emmagasiner l’information génomique d’une manière efficace afin de 
permettre un temps de calcul raisonnable.  La différence entre les deux classes principales 
d’approches utilisées pour l’alignement des lectures de séquençage contre un génome de 
référence réside en la manière dont le génome est entreposé.  Certaines approches sont basées 
sur l’utilisation de tables de hachages, et d’autres sur les tables de suffixes. 
Les algorithmes basés sur les tables de hachages requièrent la transformation du 
génome en k-mers, qui sont des sous-séquences du génome d’une longueur k.  Celles-ci sont 
entreposées dans une table de hachage, avec les séquences en guise de clé, ce qui permet une 
recherche rapide.  Les courtes lectures sont également divisées en k-mers, nommées graines, et 
sont recherchées dans le génome qui est stocké dans la table de hachage.  Pour chaque 
occurrence exacte, l’alignement est étendu pour le reste de la courte lecture (Schbath et al., 
2012).  Cette stratégie est utilisée par des méthodes telles que Stampy (Lunter & Goodson, 
2010).  L’efficacité peut être diminuée dans les régions répétitives du génome : les graines 
correspondent à plusieurs emplacements, et l’extension de l’alignement est couteuse en temps 
de calcul.  Également, la présence d’erreurs ou de polymorphismes dans les courtes lectures 
est prise en charge par la division de celles-ci en k-mers, mais une longueur k trop petite 
correspondra à plusieurs clés.  En cette raison, une grande densité d’erreurs dans chacune des 
courtes lectures résultera en leur retrait (Schbath et al., 2012).  
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Un autre type d’algorithme est basé sur la compression du génome de référence dans 
un arbre à suffixe.  Un suffixe est une sous-séquence qui débute à une certaine position de la 
séquence, et se termine à la fin de la séquence.  Un exemple d’arbre à suffixe est représenté à 
la Figure 1-5, pour la séquence GATTACA.  Chaque parcours de la racine vers un nœud 
terminal, représenté par le double cercle chez la Figure 1-5, donne un suffixe de GATTACA.  
Le gain de vitesse de recherche dans les arbres à suffixes est dû à leur caractéristique 
d’agrégation des séquences retrouvées plusieurs fois (Flicek & Birney, 2009).  Les suffixes 
sont compressés grâce à une transformée de Burrows-Wheeler, un algorithme permettant la 
compression des données.  Il est ainsi possible de repérer rapidement les courtes lectures en 
utilisant l’algorithme Ferragina-Manzini (Paolo Ferragina, 2000), qui permet de repérer un 
motif et sa position dans des séquences compressées.  Les algorithmes les plus utilisés 
présentement, Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (H. Li & Durbin, 2009) et Bowtie 
(Langmead & Salzberg, 2012), utilisent cette approche.  À l’instar des algorithmes basées sur 
les tables de hachage, les approches basées sur les transformées de Burrows-Wheeler sont 
rapides même dans les régions répétitives, en raison de l’agrégation des séquences répétées  
dans l’arbre de suffixe.  Par contre, allouer un grand nombre de mésappariements entre le 




Figure 1-5. Arbre à suffixe représentant la séquence GATTACA. Les cercles doubles 
indiquent la fin d’un suffixe (Schbath et al., 2012), et les flèches en pointillés dénotent la 
continuation de l’arbre à cet emplacement.  Ainsi, le parcours de la racine vers un nœud 
double représente un suffixe de la séquence : dans cet arbre, présenté partiellement, les 
suffixes A, CA, et ACA sont représentés complètement. 
 Les algorithmes d’alignement donnent pour chacune des courtes lectures un score 
d’alignement, qui représente la certitude de l’emplacement dans le génome calculé pour la 
lecture.  Puisque plusieurs régions du génome sont répétitives, certaines lectures vont être 
alignées à plusieurs régions avec le même score.   L’une des manières de traiter l’incertitude 
entourant ces lectures est de les discarter, mais ceci cause une perte d’information pour ces 
régions.  Une autre solution est d’assigner à la lecture une position aléatoirement choisie parmi 
celles ayant le même score d’alignement.  De plus, une seule erreur de séquençage dans une 
courte lecture provenant d’une région répétitive peut biaiser sa position assignée.  Ceci ajoute 
une difficulté supplémentaire à l’alignement des courtes lectures, en particulier dans les 
régions répétitives du génome.  L’utilisation de lectures pairées améliore la certitude de 
l’alignement de région répétitive, puisqu’elles permettent d’augmenter artificiellement la 
longueur du génome couvert par une lecture, puisque l’on connait sa paire et son orientation. 
Il a été suggéré d’utiliser les deux classes d’algorithmes en parallèle, pour évaluer les 
distinctions dans les alignements obtenues avec chacune afin de prendre en compte leurs 
forces et faiblesses respectives (Schbath et al., 2012).  De plus, les multiples paramètres des 
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logiciels peuvent être modulés, selon les caractéristiques propres des génomes et des courtes 
lectures, afin de permettre un alignement de meilleure qualité.   
1.5.3 Assemblage de novo 
Selon l’espèce étudiée, un génome de référence peut ne pas avoir été préalablement 
défini.  Un recours aux outils d’assemblage de novo peut être envisagé, puisque ceux-ci ne 
sont pas dépendants d’un génome de référence.  À partir des courtes lectures de séquençage, 
des algorithmes ont été développés afin d’augmenter la longueur des séquences connues 
provenant du génome.  La qualité d’un assemblage est souvent déterminée par la métrique 
N50, qui est représentative de la longueur des séquences inférées, nommées contigs (Mäkinen, 
Salmela, & Ylinen, 2012).  Après l’inférence des contigs, la position relative et leur 
orientation sont déterminées grâce à un processus d’échafaudage, qui utilise des informations 
retirées des lectures pairées.  Deux principaux types d’algorithmes peuvent être utilisés afin 
d’inférer l’ensemble des contigs à partir de courtes lectures : l’approche OLC (Overlap, 
Layout, Consensus) et l’approche utilisant les graphes de Bruijn (Paszkiewicz & Studholme, 
2010a).    
La première étape de l’approche OLC est de repérer les chevauchements possibles 
entre chaque paire possible de courtes lectures de séquençage.  Cette étape est la plus longue 
de l’algorithme, en raison du grand nombre de paires à évaluer : chaque lecture est évaluée 
contre toutes les autres.  Des approches basées sur les arbres de suffixes ou sur la 
programmation dynamique sont typiquement utilisées (Z. Li et al., 2012). Lors de l’étape de 
‘Layout’, un graphe de ces chevauchements est construit. Les arêtes redondantes sont retirées, 
afin de simplifier le graphe.  Finalement, les contigs consensus sont déterminés dans le graphe, 
en déterminant pour chaque position quel nucléotide est le plus probable (Paszkiewicz & 
Studholme, 2010b).   
Les approches basées sur les graphes de Bruijn, quant à elles, sont basées sur la 
construction d’un graphe contenant des k-mers des courtes lectures. Chaque nœud correspond 
à un (k-1)-mer, et les arêtes entre les nœuds correspondent à un k-mer.  Par exemple, le 3-mer 
AAB sera représenté par l’arête entre le nœud du 2-mer AA et le nœud du 2-mer AB.  Un 
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parcours eulérien, signifiant que chaque arête n’est visitée qu’une seule fois, permet de 
déduire la séquence des contigs (Nagarajan & Pop, 2013).   
Dans les deux algorithmes d’assemblage de novo, les régions répétitives d’un génome 
sont souvent difficiles à gérer, puisqu’il est difficile de faire la distinction entre deux lectures 
provenant du même emplacement ou de deux régions différentes.  Ceci est l’une des 
difficultés rencontrées qui font en sorte que les résultats d’approches d’assemblage de novo 
sont souvent plus incertains que ceux obtenus avec les approches basées sur les génomes de 
référence, en particulier puisqu’il y a peu de moyens existant pour déterminer si les résultats 
obtenus sont erronés (Baker, 2012).  Par contre, dans le cas de gènes ayant une structure 
difficile à typer, tel PRDM9, l’utilisation de génomes de référence peut également introduire 
une source de biais.  La prochaine section introduira les sources des difficultés du typage 
d’allèles de PRDM9, ainsi que les moyens déjà été introduits dans le but de déterminer les 
allèles de PRDM9 à partir de données de NGS. 
1.6 Méthodes bioinformatiques de détection d’allèles de PRDM9 
Plusieurs méthodes ont déjà été développées pour identifier les allèles de PRDM9 à 
partir des données de séquençage de nouvelle génération.  Il est possible de réanalyser les jeux 
de données de NGS qui ont déjà été générés en grande quantité, puisque le NGS couvre 
complètement l’exome ou le génome. Ceci permet de répondre à un grand éventail de 
questions phénotypiques qui sont différentes des questions de recherche de départ. Chacune 
des méthodes comporte des avantages et des inconvénients, sur lesquels nous mettrons 
l’emphase dans cette section.  
1.6.1 Difficultés d’identification d’allèles de PRDM9 à partir de données de 
NGS 
Les courtes lectures provenant du séquençage de nouvelle génération posent plusieurs 
problèmes face à l’identification d’allèles de PRDM9, qui a une structure répétitive similaire à 
celles des microsatellites.  Les données de NGS consistent en courtes lectures d’environ 100 
paires de bases.  Un premier problème consiste en la présence d’un seul allèle de PRDM9 sur 
le génome de référence, en l’occurrence l’allèle B.  Ce dernier ne comporte pas le doigt de 
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zinc de type e : ceci rend plus difficile l’alignement des courtes lectures correspondant à 
l’allèle A, prépondérant dans les populations, en particulier au niveau du doigt de zinc de type 
d.  Cette source d’erreur dans l’alignement peut s’appliquer à l’ensemble des allèles de 
PRDM9 non représentés dans le génome de référence.  L’alignement de certaines lectures 
provenant de la séquence codante de doigts de zinc absents du génome de référence, peut être 
problématique lorsque plusieurs nucléotides diffèrent avec les séquences d’autres doigts de 
zinc.  Dans ce cas, les lectures peuvent être éliminées en raison d’un trop grand nombre 
d’inconsistances par rapport à la séquence du génome de référence, alors qu’elles auraient pu 
s’aligner parfaitement contre un autre doigt de zinc absent dans la référence.  Ainsi, il se 
produit un biais d’identification vers l’allèle de la référence, rendant l’identification des allèles 
contenant d’autres types de doigts de zinc difficile.   
La nature répétitive de la séquence codante du domaine de doigts de zinc de PRDM9 
ajoute également une couche de complexité à l’identification de ses allèles. Chaque doigt de 
zinc correspond à une séquence codante ayant une longueur de 84 paires de bases.  De plus, 
les extrémités de celles-ci sont très similaires l’une à l’autre, n’ayant souvent aucun élément 
distinctif par rapport à une autre séquence codante de doigt de zinc.  La longueur de 100 paires 
de bases de chaque lecture de NGS peut ne pas être suffisante à la reconnaissance unique d’un 
segment de PRDM9, causant de multiples alignements optimaux.  Les lectures alignées à 
plusieurs emplacements avec le même score sont souvent éliminées, ce qui résulte en une 
perte d’information quant à la nature de l’allèle que porte un individu.  Ceci explique l’intérêt 
dans le développement de méthodes efficaces pouvant surmonter les contraintes du 
séquençage de nouvelle génération pour permettre l’identification d’allèles de PRDM9. 
1.6.2 Identification de séquences d’ADN uniques par doigt de zinc 
Récemment, Hussin et al (2013) ont démontré l’excès d’allèles de PRDM9 dans des 
cohortes d’enfants atteints de leucémie aigüe lymphoblastique, en se basant sur l’identification 
de séquences d’ADN uniques à chacune des séquences codantes des doigts de zinc dans les 
courtes lectures de NGS.  Seules les lectures alignées contre l’exon 11 de PRDM9, qui code 
pour son domaine de doigt de zinc, sont extraites.  Pour qu’un type de doigt de zinc soit jugé 
comme présent dans l’information génétique d’un échantillon, la proportion de lectures 
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correspondant à ce doigt de zinc devait être plus grande que 1% (Table 1-2).  Cette méthode 
n’est pas contrainte par l’ordre des doigts de zinc présents dans la séquence, ce qui ne permet 
pas de déterminer l’allèle spécifique.  Également, il est impossible de différencier entre la 
présence d’un ou de deux allèles contenant un certain doigt de zinc. La méthode permet par 
contre de repérer la présence de doigts de zinc connus, même si ceux-ci sont dans des allèles 
qui n’ont pas été préalablement identifiés, c’est à dire ceux qui ne sont pas inclus en Table 1-1.  
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Table 1-2. Exemple de caractérisation d’allèles de PRDM9 de la méthode présentée par Hussin 
et al. Les courtes lectures portant un motif unique à un certain doigt de zinc sont comptées.  Si 
la proportion de courtes lectures portant ce motif est  plus grand que 1%, il est considéré que 
le doigt de zinc est présent dans l’allèle porté par l’échantillon.  
Type 
de ZnF 
Nombre de courtes 
lectures portant un 
motif unique au ZnF 
Nombre de courtes 
lectures totales s’alignant 
sur l’exon 11 de PRDM9 
Proportion ZnF présent dans l’échantillon? 
a 15 140 10.7% Oui 
k 1 140 0.7% Non 
 
1.6.3 Association avec le variant rs6889665 
L’une des forces du séquençage de nouvelle génération est qu’il est possible d’inférer 
les SNPs à l’échelle du génome d’un individu.  Le variant ancestral T du SNP rs6889665, situé 
à 4kb de la séquence codant pour le domaine de doigts de zinc (Hinch et al., 2011), est associé 
aux allèles de PRDM9 se liant au motif commun CCNCCNTNNCCNC de 13  paires de bases.    
L’allèle alternatif de ce SNP corrèle fortement à la liaison des allèles de PRDM9 sur un motif 
dégénéré de 17 paires de bases : CCgCNgtNNNCgtNNCC, comme celui de l’allèle C.  Le 
déséquilibre de liaison entre PRDM9 et le variant rs6889665 suggère un ancêtre commun aux 
domaines de zinc de PRDM9 liant ce motif (Hinch et al., 2011). L’identification des sites de 
liaisons de certains allèles de PRDM9 a cependant été effectuée par des analyses in silico, qui 
donnent en sortie une grande quantité de faux positifs par rapport à ceux où le domaine de 
doigt de zinc se lie réellement (Hussin et al., 2013).  Il a également été montré que l’allèle de 
PRDM9 n’explique pas complètement la variation des sites de liaison (Pratto et al., 2014), ce 
qui implique une corrélation imparfaite entre le site de liaison et l’allèle.  Ainsi, la présence du 
polymorphisme dérivé rs6889665 ne peut déterminer avec certitude la présence de certains 
allèles, surtout pour ceux dont le site de liaison n’a pas été validé expérimentalement. 
1.6.4 Alignement probabiliste bayésien 
Les allèles de PRDM9 des individus séquencés pour le «1000 Genomes Project » ont 
été inférés suivant une méthode statistique bayésienne, élaborée par Hinch et al (2011).  
L’identification de ces variants a permis de caractériser les différences entre les sites de 
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recombinaison chez les populations de l’Afrique de l’Ouest et de l’Europe.  Le désavantage de 
cette méthode est qu’elle ne parvient pas à détecter la présence d’allèles qui n’ont pas encore 
été caractérisés, puisque l’approche est dépendante des allèles connus à priori.  La première 
étape de cette approche consiste à inférer la distribution empirique de la distance d’inserts à 
proximité de la séquence de PRDM9.  La distribution utilisée pour la méthode est un mélange 
de la distribution empirique, à 99%, et de la distribution uniforme, à 1%, afin de prévenir le 
sur-ajustement de la distribution sur les données, qui entrainerait une distribution trop 
spécifique, résultant en la perte de la capacité de généralisation du modèle.  Les courtes 
lectures pairées dont l’alignement optimal correspond à la séquence codante du domaine de 
doigts de zinc de PRDM9 sont extraites, et sont utilisées pour le reste de l’analyse.  Une 
probabilité est sachant qu’elles proviennent d’une certaine paire d’allèles A1 et A2.  La 
sommation est effectuée pour tout k et l possibles, représentant les positions de départs pour 
les deux courtes lectures. Le terme 𝑃 𝑇𝑎𝑖𝑙𝑙𝑒  𝑑!𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡: 𝑘 − 𝑙  peut être inféré de la distribution 
d’insert préalablement déterminée à partir des données de séquençage. Les derniers termes de 
l’Équation 1-2, 𝑃 𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑒  1     𝑑é𝑏𝑢𝑡𝑒  à  𝑘) et 𝑃(𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑒  2  |  𝑑é𝑏𝑢𝑡𝑒  à  𝑙), représentent la 
probabilité qu’une courte lecture 1 ou 2 débute à une position k ou l, respectivement, dans le 
domaine de doigts de zinc.  Ces termes prennent en compte le score de qualité Phred de 
chacune des bases de la courte lecture.   
Ainsi, la probabilité 𝑃 𝑒𝑛𝑠𝑒𝑚𝑏𝑙𝑒  𝑑𝑒  𝑐𝑜𝑢𝑟𝑡𝑒𝑠  𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑒𝑠     𝐴𝑙𝑙è𝑙𝑒𝑠  𝐴!,𝐴!)  qu’un 
individu porte une certaine paire d’allèles est déterminée par la multiplication de la probabilité 
de l’ensemble des paires de lectures de séquençage préalablement inférées, en raison de 
l’indépendance des évènements de séquençage. 
Équation 1-2 𝑃 𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑒  1,2     𝐴𝑙𝑙è𝑙𝑒𝑠  𝐴!,𝐴!)= 12 1𝑙𝑜𝑛𝑔𝑢𝑒𝑢𝑟 𝐴! + 𝑙𝑜𝑛𝑔𝑢𝑒𝑢𝑟(𝐴!) ∙ 𝑃 𝑇𝑎𝑖𝑙𝑙𝑒  𝑑!𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡: 𝑘 − 𝑙!,!∙ 𝑃 𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑒  1     𝑑é𝑏𝑢𝑡𝑒  à  𝑘) ∙ 𝑃(𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑒  2  |  𝑑é𝑏𝑢𝑡𝑒  à  𝑙)  
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1.6.5 Alignement sur paires de doigts de zinc  
Schwartz et al (2014) ont examiné la diversité génétique de PRDM9 chez la lignée des 
primates, dont les génomes Néandertal et Denisovan, qui font partie du genre Homo 
(Schwartz, Roach, Thomas, & Shendure, 2014).  Afin d’inférer les allèles de PRDM9 chez ces 
deux espèces éteintes, des données de séquençage de NGS ont été utilisées.  Les courtes 
lectures sont alignées contre les paires connues de doigts de zinc adjacents, provenant des 
domaines de séries de doigts de zinc des allèles retrouvés chez les primates humains et non-
humains contemporains (e.g. ab ou bc (Table 1-1)).  Les courtes lectures s’alignant 
exclusivement et sans erreur à une paire de doigts de zinc sont retirées.  Un alignement des 
courtes lectures restantes est effectué sur les paires de doigts de zinc possibles, mais absentes 
des allèles connus (e.g. ah ou bk (Table 1-1)).  L’alignement des lectures est soit parfait et 
unique à une seule paire de doigts de zinc, soit contient des erreurs ou s’alignant à plusieurs 
paires. Les courtes lectures s’alignant imparfaitement sont définis comme provenant d’un 
groupe d’origine incertaine.  Pour chaque paire de doigts de zinc, les courtes lectures 
s’alignant uniquement et étant d’origine incertaine sont réalignées zinc sur celles-ci, afin 
d’identifier manuellement la présence d’une nouvelle paire de doigts de zinc.  Par la suite, une 
approche de simulations Monte-Carlo est utilisée afin de déterminer l’ensemble de paires de 
doigts de zinc représentées par les courtes lectures.  Cette méthode a ainsi la capacité de 
caractériser les allèles n’ayant pas encore été identifiés, particulièrement chez les espèces non-
humaines.  Par contre, cette approche est incapable de déterminer les deux allèles qui sont 





Plusieurs difficultés émergent lors de l’identification d’allèles de PRDM9 à partir de 
données de séquençage de nouvelle génération.  Les méthodes actuelles servant à 
l’identification de ces allèles comportent plusieurs lacunes.  Les plus importantes sont qu’elles 
sont restreintes aux allèles préalablement identifiés (Hinch et al., 2011), et que les génotypes 
ne peuvent être déterminés (Schwartz et al., 2014) (Hussin et al., 2013).  Par ce travail, nous 
comptons étendre ces méthodes en élaborant une nouvelle approche qui permettrait de 
caractériser les génotypes de PRDM9, tout en prenant en compte la possibilité d’allèles non-
identifiés préalablement.  Pour ce faire, nous nous concentrons sur l’identification du nombre 
d’allèles de PRDM9 contenant un certain doigt de zinc, à partir d’un échantillon de courtes 
lectures de séquençage.  À cette fin, nous supposons qu’il est essentiel de repérer la présence 
d’attributs distinctifs de chacune des séquences codantes de doigts de zinc.  Leur identification 
dans un ensemble de courtes lectures permettra de les corréler avec les attributs des paires 
d’allèles déjà identifiés. Les allèles de PRDM9 évoluent souvent par des mécanismes 
similaires à la conversion génique, qui est l’échange d’information génétique entre deux 
chromosomes homologues à des loci dont les séquences sont très similaires.  Les séquences 
codantes des doigts de zinc, très similaires l’une à l’autre, pourraient être échangés entre 
chromosomes homologues, créant une permutation de l’ordre des doigts de zinc des allèles. 
Ceci justifie pourquoi nous pensons que l’identification de nouveaux allèles sera possible  par 
la recherche de paires de doigts de zinc.  Nous avons utilisé cette méthode pour identifier le 
nombre d’allèles de PRDM9 contenant des doigts de zinc de type k chez une cohorte d’enfants 
atteints de glioblastomes multiforme pédiatrique.   
Nous supposons qu’il pourrait exister une association entre les glioblastomes 
multiforme pédiatriques (pGBM) et certains allèles de PRDM9, en particulier ceux portant des 
doigts de zinc de type k, comme c’était le cas pour des cohortes de leucémie aigüe 
lymphoblastique (Hussin et al., 2013) (Woodward et al., 2014).  Les sites de liaisons à l’ADN 
des différents allèles de PRDM9 sont expliqués en partie par la variation en répétitions de 
doigts de zinc. Ainsi, les allèles de PRDM9 contenant un doigt de zinc de type k (Table 1-1) 
semble provenir d’un ancêtre commun, et lient des motifs dégénérés d’ADN particuliers, 
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différents des motifs reconnus par les allèles communs. Ainsi, les sites de hotspots de 
recombinaison retrouvés dans les génomes portant des allèles contenant des doigts de zinc de 
type  k seront différents, ce qui pourrait avoir un impact sur le développement de gliomes, la 
gliomagenèse.  
 Plusieurs raisons nous poussent à croire que PRDM9 peut être associé avec pGBM.  
Les profils mutagéniques de ce type de cancer pédiatrique du cerveau montrent une récurrence 
de mutations chez le gène H3F3A, qui code pour l’histone H3, la cible de l’activité histone-
méthyltransférase de PRDM9.  De plus, l’incidence des cancers pédiatriques du cerveau 
fluctue à travers les populations humaines (Bunin, 1987), et pourrait possiblement être 
corrélée aux fréquences alléliques de PRDM9, qui sont variables entre populations. Une  
association existe entre pGBM et le syndrome de Turner,  une maladie causée par une 
monosomie complète ou partielle du chromosome X (Hanaei, Habibi, Nejat, Sayarifard, & 
Vasei, 2015).  Considérant l’implication essentielle de PRDM9 dans les évènements de 
recombinaison, et qu’une recombinaison défective peut mener à une ségrégation inadéquate, 
nous pensons que certains allèles de PRDM9 pourraient avoir un rôle dans le développement 
de pGBM.   
En particulier, il est possible que l’évolution rapide de PRDM9 et de ses sites de liaison 
à l’ADN, ne soit pas suivie par une évolution rapide de déméthyltransférases correspondantes.  
Ceci pourrait entrainer la transmission de marques épigénétiques H3K4me3, laissées par 
PRDM9, chez la descendance des cellules germinales où cette protéine était exprimée.  Par 
exemple, la déméthylase FBXL10, qui retire la marque H3K4me3, a une expression diminuée 
chez les glioblastomes multiformes (Frescas, Guardavaccaro, Bassermann, Koyama-Nasu, & 
Pagano, 2007). Également, il a été démontré que PRDM9 pouvait être exprimé chez certaines 
lignées cellulaires tumorales, suggérant la possibilité que cette protéine soit exprimée dans un 
stage du développement cellulaire non approprié lorsque le génome d’une cellule est dérégulé 




De nos jours, une multitude de bases de données publiques sont remplies de larges 
quantités de données de séquençage de NGS, qui couvrent l’ensemble de l’exome ou du 
génome, utilisées pour répondre à un large nombre de questions reliant la variation génétique à 
un trait phénotypique.  Un tel exemple est la base de données « International Cancer Genome 
Consortium », qui regroupe plus de 25 000 génomes tumoraux (Hudson et al., 2010).  D’autres 
questions peuvent trouver une réponse par la réanalyse de ces jeux de données, à mesure que 
la science évolue et que de nouvelles techniques d’analyse émergent.  L’objectif de ce 
mémoire est ainsi de développer une méthode qui permet l’identification du nombre d’allèles 
de PRDM9 contenant un certain type de doigt de zinc, à partir de données de séquençage de 
Nouvelle Génération.  En particulier, nous sommes intéressés par l’effet de PRDM9 dans la 
carcinogenèse pédiatrique.  Dans cette étude, nous évaluons la présence de doigts de zinc de 
type k dans l’allèle de PRDM9 chez une cohorte de glioblastomes multiformes pédiatriques.  
Ceci permettra de vérifier notre hypothèse que certains allèles de PRDM9 influencent la 














Ce chapitre présente l’article Typing of PRDM9 genotype classes from Next 
Generation Sequencing Data, qui est en préparation pour la revue PLOS Computational 
Biology. Pour cet article, j’ai participé à toutes les étapes du projet.  J’ai tout d’abord participé 
à l’élaboration du design expérimental.  J’ai ensuite écrit le code source, optimisé les 
paramètres et testé celui-ci sur un jeu de données simulées afin de déterminer la performance 
de la méthode.  J’ai également écrit le manuscrit.   
Cet article présente une méthode développée dans le laboratoire qui comble quelques 
lacunes qui sont présentes dans les méthodes préalablement développées pour l’identification 
de PRDM9 à partir de données de séquençage de nouvelle génération.  Au lieu de se 
concentrer sur l’identification des allèles complets de PRDM9 à partir de données de NGS, la 
méthode détermine le génotype de PRDM9, que l’on définit comme étant le nombre d’allèles 
contenant un type particulier de doigt de zinc. À partir d’un échantillon de courtes lectures de 
séquençage, nous construisons un profil représentatif, soit le nombre de fois qu’un motif 
unique à un doigt de zinc ou à une jonction d’une paire de ceux-ci est présent dans les lectures.  
Notre approche est basée sur la corrélation du profil de l’échantillon avec les profils idéaux 
provenant d’une paire d’allèles, qui ont été simulés sans erreurs de séquençage avec une haute 
couverture.   
Premièrement, nous démontrons que la méthode permet d’identifier avec une grande 
sensitivité et spécificité les classes génotypiques des allèles de PRDM9 contenant les doigts de 
zinc de type k et l.  De plus, pour la plupart des cas, il nous est possible de correctement 
identifier le génotype d’un échantillon même s’il contient un allèle qui est absent dans les 
données a priori conférées à notre approche, ce qui simule l’identification de la classe 
génotypique d’allèles qui n’ont pas été préalablement observés.  Finalement, suivant notre 
hypothèse, la méthode est utilisée afin d’identifier les classes génotypiques d’allèles de 
PRDM9 contenant un doigt de zinc de type k d’une cohorte d’enfants atteints de glioblastomes 
multiformes pédiatriques (Schwartzentruber et al., 2012).  En prenant des précautions pour 
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contrôler la stratification de la population, qui est une cause importante de faux positifs et 
négatifs dans les études d’associations (Marchini, Cardon, Phillips, & Donnelly, 2004), nous 
ne retrouvons pas un excès d’allèles de PRDM9 contenant un doigt de zinc de type k. 
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2.2 Typing of PRDM9 genotype classes from Next Generation 
Sequencing data 
Armande Ang Houle1,2, Jean-Christophe Grenier2, Vanessa Bruat2, Philip Awadalla1,2,3. 
1. University of Montreal, Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, 2900 
Boulevard Edouard-Montpetit, Montreal, Quebec H3T 1J4, Canada 
2. CHU Sainte-Justine Research Center, 3175 Chemin de la Côte-Sainte-Catherine, 
Montreal, Quebec H3T 1C5, Canada. 
3. Ontario Institute for Cancer Research, 101 College Street, Toronto, ON M5G 1L7 
2.2.1 Abstract 
Recombination hotspots are determined in part by the rapidly evolving protein PRDM9 
that binds to DNA, through its histone methyl-transferase enzymatic activity.  PRDM9 
includes a repetitive zinc finger (ZnF) array and its alleles are notoriously difficult to type due 
to the repetitive nature of the ZnF arrays.  Nonetheless, alleles of PRDM9 containing the k-
ZnF have previously been associated with patients affected with childhood acute 
lymphoblastic leukaemia. Here, we propose a method to characterize the alleles of PRDM9 
from next-generation sequencing reads, by identifying the number of alleles containing a 
specific ZnF type. Our method is based on correlations of profiles representing the counts of 
nucleotide sequences unique to each ZnF from ideal sets of short reads representing an allele 
pair and from the sequencing short reads of the sample. We conduct a simulation analysis to 
examine the validity of the predictions obtained by our method with all pairs of known alleles. 
We confirm that the method can accurately genotype novel PRDM9 alleles.  We also 
conducted a preliminary analysis to characterize the PRDM9 alleles in a cohort of paediatric 
glioblastoma (pGBM), a childhood cancer characterized by recurrent mutations in the coding 
sequence of the histone H3, the target of PRDM9 epigenetic mark. This potentially allows us 
to determine associations between rare PRDM9 alleles with other early onset childhood 
cancers, through data-mining efforts in public cancer databases such as the TCGA and ICGC. 
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2.2.2 Author summary 
More than 96,000 childhood cancers affect new patients each year worldwide, 
justifying the importance of identifying variants having an impact on the development of early 
onset cancers.  We aim to characterize the variation in PRDM9, a protein associated with the 
location of recombination hotspots.  The coding sequence of the DNA-binding zinc fingers 
(ZnF) array of PRDM9 is repetitive, which makes it notoriously difficult to type from short 
sequencing reads.  Recently, some alleles of PRDM9 containing a specific type of ZnF were 
associated with childhood acute lymphoblastic leukaemia.  Here, we propose a method to 
genotype PRDM9 from sequencing data, which we define as the number of PRDM9 alleles 
containing a specific type of ZnF. Our method is based on the correlation between count 
profiles from ideal sets of short reads representing an allele pair and from the sample.  We 
conduct a simulation analysis to validate the results provided by our method, and a 
preliminary analysis to characterize PRDM9 alleles in a type of brain cancer distinct by the 
recurrent mutations in the coding sequence of the histone H3, the target of the epigenetic 
activity of PRDM9.  This method will help characterize PRDM9 alleles in cohorts of 
childhood cancers. 
2.2.3 Background 
Proper chromatid segregation is a function of recombination between homologous 
chromosomes during meiosis, which also allows for shuffling of genetic information.  Most of 
the human genome is composed of large stretches of DNA where no recombination occurs, 
and recombination events appear to cluster in 1-to-2 kb wide hotspots (Pratto et al., 2014) 
which are determined by the protein PR domain-containing 9 (PRDM9) (Myers, Freeman, 
Auton, Donnelly, & McVean, 2008) (F Baudat et al., 2010) (Parvanov et al., 2010).  PRDM9 
is composed of two domains: a PR/SET domain, which has a tri-methyltransferase activity on 
the 4th lysine of the histone H3 (H3K4me3), and a DNA-binding zinc finger array domain at 
its C-terminal extremity.  The zinc finger (ZnF) domain recognizes specific motifs of the 
genome through the microsatellite-like structure of the ZnF array, determining the hotspot 
locations.  In species where PRDM9 is absent or knocked out such as in dogs and knocked-out 
mice, recombination occurs in gene promoter regions, suggesting that PRDM9 redirects 
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double-strand-breaks away from functional regions of the genome (Auton et al., 2013) 
(Axelsson et al., 2012) (Brick et al., 2012). 
The PRDM9 locus is among the most polymorphic and has been shown to evolve 
rapidly, influencing its own coding sequence instability (Jeffreys et al., 2013).  De novo allelic 
types have been recovered in the sperm of heterozygote PRDM9 carriers, suggesting gene-by-
conversion-like sharing of the ZnF repeat blocks between PRDM9 alleles (Jeffreys et al., 
2013).  PRDM9 alleles are determined by the sequences of zinc fingers in the ZnF array of 
PRDM9.  For example, the A allele is defined by the abcddecfghfij repeat sequence, where 
each lowercase letter represents a specific type of ZnF (Table 2-1). Twenty-four ZnF types 
have been identified thus far (Supplementary Figure 2-7), and are very similar to each other in 
terms of nucleotide composition.  Thirty-six alleles have been reported, which are composed 
of different permutations of ZnFs (Table 2-1).  PRDM9 binds to motifs differentially 
according to the allele pair present in the genome, although there are slight variation in the 
different binding sites among individuals carrying the same alleles (Pratto et al., 2014).   
While the population genetics of PRDM9 variation continues to be the subject of active 
investigation, the role of allelic variation in disease is relatively novel.  For example, in 
multiple cohorts of paediatric acute lymphoblastic leukaemia, an excess of PRDM9 alleles 
containing rare k-ZnF type has been observed (Hussin et al., 2013) (Woodward et al., 2014), 
raising the possibility that germline events and recombination specificity have an impact on 
early-onset childhood leukaemia.  Additionally, PRDM9 has been associated with hybrid 
sterility in mice (Flachs et al., 2012), and in mules (Steiner & Ryder, 2013), due to allelic 
incompatibilities between different PRDM9 alleles. Similarly, an association between 
alternative PRDM9 binding sites and diminished fertility has been observed in humans (Oliver 
et al., 2009). 
 The repetitive structure of the DNA-binding domain of PRDM9 is composed of an 
array of zinc fingers (Table 2-1).  The DNA sequence coding for these individual ZnF are very 
similar one to each other (Supplementary Figure 2-7), making it difficult with relatively short 
read sequencing technology (50 to 100mer reads) to map and distinguish different ZnF, as 
well as allelic forms or genotypes, accurately in this region of the genome.  Furthermore, 
sequencing reads exhibiting real allelic variation may not be mapped altogether and are often 
lost in standard next-generation sequencing bioinformatics pipelines due to mismatches or to 
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alleles simply absent from the reference genome.  An additional layer of complexity arises 
from the rapid generation of novel PRDM9 alleles among different human populations, which 
raises the possibility of novel uncharacterized alleles that are difficult to type due to a non-
existing reference.  The generation of novel alleles also causes the stratification of PRDM9 
alleles among populations.  Allelic frequencies therefore differ substantially across different 
populations. For instance, the C allele, has a 13% allele frequency in Africans, but only a 1% 
allele frequency in Europeans (Ponting, 2011) (Table 2-1). Typing of PRDM9 alleles can be 
done using technologies such as Sanger sequencing. However, short read sequencing has 
become the norm among sequencing methods.  Multiple databases are now vastly populated as 
a result of large amounts of sequencing efforts, which have led to a number of biologically 
relevant variants associated with phenotypes. Although initial discoveries have been made in 
most of these publicly available datasets, the reanalysis of short read sequencing that cover 
whole exomes or genomes can bring additional knowledge as the questions and techniques 




Table 2-1.  Alleles of PRDM9 currently identified by previous studies.  The nomenclature of 
the alleles are defined by a letter going from A to E, then L followed by a number.  Each lower 
case italic letter in the sequence corresponds to a ZnF type, for which the coding sequence is 
shown in Supplementary Figure 2.1.  Multiple alleles are only found in African, shown in 
green, or European, shown in purple, populations. The A allele is found most frequently, in 















abcddec f g   hfij 
  abcddcc f g   hfij 
  abcddcc fkh   lhij 
 abcddcccddcfkhlhij 
 abcddec f       ij 
 abcddcccfkh   loij 
 abcddcc f g    hfj 
 abcddec f g    hij 
 abcddcccf g    hfj 
 abcddec f g   hqij 
 abcddcc fkh   loij 
 abcddcc fkh   lhi 
 abcdrc  fkh   lhij 
 abcddkccfkh   lhij 
 abddsc  fkh   loij 
 abcddcc fkh  lhqij 
 abcddeecfgh    fij 
 abcddec fgh   hfij 
 abcddec ffh    fqj 
 abcddec fkgh   fij 




 abcd      g   hfij 
 abcddc  f g   hfij 
 abcd ec f g   hfij 
 abcddeccfkh   lhij 
 abcddec f g   pfqj 
 a cddec f g   hfij 
 abcddec fgk    fqj 
 abcddec fth   pfqj 
 abcvdec f g   hfij 
 abcdddecf g   hfij 
 abcddec f g   hfwj  
 abcddec x g   hfij  
 abrddec f g   hfij 
 abcddec f g   hfqj  




Other computational methods exist to call PRDM9 alleles from short read data, but are 
limited to known alleles (Hinch et al., 2011) or are not able to properly characterize both 
alleles in a sample (Hussin et al., 2013).  In this study, we propose a method to genotype 
PRDM9, which we define as determining the number of PRDM9 alleles in the sample 
containing a specific ZnF (Figure 2-1).  Furthermore, our method takes into account the 
possible genotyping of novel PRDM9 alleles.  Our tool is able to identify most PRDM9 zinc 
finger of variant types, and as a proof of concept in this paper, we will concentrate on the 
discovery of the k-ZnF type containing alleles of PRDM9, in part due to its known 
associations in childhood leukaemia (Hussin et al., 2013).  We also show the performance of 
our tool in identifying other ZnF types (e.g. l-ZnF type containing PRDM9 alleles). We hope 
this tool will be of use in capturing the impact of the number of k-ZnF containing PRDM9 
alleles in the expression of genes in childhood cancers, considering the epigenetic function of 
the protein.  
 
 
A. Zero alleles contain the 
specified ZnF  
B. One allele contains the  
specified ZnF 
C. Two alleles contain the  
specified ZnF  
Figure 2-1. Possible PRDM9 genotypic classes predicted by our method.  Each blue rectangle 
represents an allele of PRDM9, composed of a repetition of ZnFs, carried by a diploid 
individual.  The method requires the selection of a specific ZnF, represented by red boxes.  
Other ZnFs are present in the PRDM9 alleles, shown by green boxes. Our approach will 
predict the class to which a NGS sample belongs to. 
 
 In this paper, we describe our method, summarized in Figure 2-2.  Our approach is 
based on correlating count profiles from ideal simulated sets of short reads unique to each ZnF 
to those from a sample. A scoring discrete weight function is applied to the top scoring 




Figure 2-2. Flowchart used in our method of detection of the genotype of PRDM9 from next 
generation sequencing. The principal steps of our method are described further in sections 
below.  The identification of ZnF motifs is explained in 2.2.4.1, the construction of the count 
profiles is shown in 2.2.4.2 and the correlations and scoring function are described in 2.2.4.3. 
We show through simulations the sensitivity and the specificity of the calls obtained by 
our method with all pairs of known alleles, to compensate for the rarity of genuine sequencing 
data for some of the alleles.  We also confirm that the method can accurately genotype 
previously unobserved PRDM9 alleles by simulating samples containing de novo alleles. A 
preliminary analysis is also conducted to identify the PRDM9 k-ZnF genotype in a cohort of 
paediatric glioblastoma, a childhood cancer characterized by the recurrent mutations in the 
histone H3, the target of PRDM9’s epigenetic mark (Schwartzentruber et al., 2012).   
2.2.4 Methods 
2.2.4.1 Unique DNA sequence recognition 
 The ZnF types and their order in the ZnF array of PRDM9 determine the allele of 
PRDM9 (Table 2-1).  Ultimately, the only way to distinguish between coding sequences of 
individual ZnFs is to identify the DNA subsequences that are not found in any other ZnF 
(Supplementary Figure 2-7).  Recognizing this, a list of subsequences, which will further be 
referred to as “ZnF motifs” that are specific or unique to each individual known zinc finger, 
 53 
are defined.  We developed a script that identifies ZnF motifs from any set of ZnF sequences, 
considering the expected increase in known alleles and ZnF, as we sequence more individuals.   
 Identifying the unique sequence junctions between each ZnF, such as the sequence 
unique to the ab ZnF pair, is informative of their order in the PRDM9 allele.  Furthermore, 
novel alleles are often, but not always, composed of previously unobserved ZnF 
rearrangements, due to potential gene-conversion-like events caused by improper 
recombination (Jeffreys et al., 2013).  The method does not support the discovery of novel 
ZnF, although they are likely to occur considering the identification of three novel zinc finger 
in a recent paper, using Sanger sequencing (Hussin et al., 2013). Each possible permutation of 
ZnF pair is computed, and we uncover their distinctive identifying sequence by establishing 
the distinct sequence of the ZnF extremities and by concatenating them together.  We also 
distinguish the unique ZnF motifs found in the reverse complement of the zinc fingers.  
 For the 24 different ZnF considered in our study (Supplementary Figure 2-7), our set of 
identifying motifs includes 1238 distinctive sequences stored in a lookup table, which have a 
median length of 96 base pairs. The shortest motifs’ lengths are of 5 bp whilst the maximal 
length is of 157 bp.  The complete distribution of the motif lengths is represented in 
Supplementary Figure 2-8.  
2.2.4.2 Construction of ideal ZnF motifs count profiles for each allele pair 
 We consider as known alleles the 36 identified by Berg et al. (2010), Jeffreys et al. 
(2013) and Hussin et al. (2013)  (Table 2-1), of which 12 contain at least one k-ZnF.  The ZnF 
motifs count profiles are built for each pair of alleles for the comparison with the observed 
data.  We rely on the simulations of sequencing reads for each allele pair to build the count 
profiles, representative of each ZnF motifs. We simulate reads at high coverage, using wgsim 
(H. Li, 2011), with no mutations, indels, or base calling errors to avoid the insertion of noise in 
the expected profiles, for all possible known allele pair. When constructing these profiles, we 
keep in mind that they will be referenced against a sample of sequencing reads.  Therefore, we 
model the characteristics of the simulated reads against those of the observed reads, such as 
the read length, the average insert size and the standard deviation of the insert size 
distribution. Considering that there exist ZnF motifs of which length exceeds the length of 
sequencing reads, their identification is rescued in the data by merging the overlapping paired 
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reads, increasing the overall read length. To merge the overlapping paired reads, the software 
PEAR is used (Zhang, Kobert, Flouri, & Stamatakis, 2014) with a stringent significance 
threshold and a minimal required length of overlapping paired reads, to minimize the presence 
of reads that should not be appropriately merged together.  For each pair of alleles, we screen 
their simulated set of unmerged and extended reads to identify the present ZnF motifs.  The 
motif must be identified while not allowing any mismatch, and it is possible to find multiple 
ZnF motifs in each read.  The ZnF motifs count profile of each allele pair is kept in memory 
for calculating a genotyping score (see section 2.2.4.3 below) of a given sample.  
2.2.4.3 Genotyping of PRDM9  
 The short sequencing reads mapping to the PRDM9 region are extracted and used to 
compute a ZnF motifs count profile.  This profile is correlated to each ideal profile, previously 
computed from the simulated sequencing data computed for each allele pair, to compute a 
Pearson product-moment correlation coefficient.  Figure 2-3 shows in pink an example of the 
correlation between count profiles computed from a sample, containing two A alleles, and the 
matching ideal sample representing two A alleles.  Figure 2-3 shows in blue an example of the 
correlation between count profiles computed from the AA sample and an unmatching ideal 
sample, which has the L4 and the L9 alleles.  The profile representing the ideal L4L9 allele 
pair shows multiple ZnF motifs, that are not found in the AA sample, as shown in the bottom 
left corner of the plot.  These differences are crucial in distinguishing between matching and 
unmatching profiles, seeing as it has an impact on the correlation coefficient obtained.  The 
coverage ratio between the sequencing read data of the sample and the read data of the ideal 
profiles influences the slope of the regression line, but does not influence the correlation.  The 
correlation coefficient is still strong even when the profiles are not matching (e.g. r = 0.91), 
because core elements are shared between different alleles of PRDM9, such as the a- or b-ZnF 
types. We use a weight scoring function to consider for the high level of similarity between 
the correlation coefficients from different high coverage profiles.  The scoring function allows 
the equal use of ideal profiles having equivalent highest correlation coefficients.   
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Figure 2-3.  Examples of correlations between profiles of matching (pink) and unmatching 
(blue) PRDM9 allele pairs.  On the x axis are found each ZnF motif count found in the sample, 
paired on the y axis by the corresponding count of the same ZnF motif in the ideal profile. 
Complete data used for this figure is shown in Supplementary Table 2-3. 
 
 For the remainder of the analysis, we only consider the top correlations. They are 
determined by setting an arbitrary maximal difference threshold of 0.005 between the most 
correlated simulated profile and the rest.  We keep multiple highest-ranking correlations 
because although the observed profile is correlated to different ideal profiles, most PRDM9 
alleles will contain some of the same ZnF elements in different proportions, meaning that the 
highest-ranking allele pairs are difficult to differentiate.  We assign adjustable arbitrary 
weights for the number of times a PRDM9 allele present in the highest-ranking correlations 
contains the ZnF of interest.  Using higher weights for alleles containing the specified ZnF is 
suggested if the ZnF is rare, because its identification in the data is less likely than for ZnF 
found in every PRDM9 allele.  Using a score of 1, meaning no weight is added to alleles 
containing the specified ZnF, is appropriate when testing for the presence of common ZnFs 
found in most PRDM9 alleles.  A weight function, described in Equation 2-1, determines the 
score for each genotypic class.  This novel function was implemented in order to reflect the 
rarity of some specific ZnF, and is adjustable according to the zinc finger of interest for each 
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study.  The score S is determined for each number i of alleles containing a ZnF of interest.  S is 
dependent of Hci, the number of highest-ranking correlations belonging to a specific genotypic 
class, and of w, the scoring weight attributed to the presence of ZnFs of interest in the sample.  
The highest scoring genotypic class identifies the genotype of the sample.  As such, the 
predicted genotypes can be grouped into three classes: either the sample carries no allele 
containing a certain ZnF type, the sample carries one allele containing the ZnF of interest, or 
carries two alleles containing such a ZnF (Figure 2-1). 
 Equation 2-1 
𝑆 𝑖 =    𝐻𝑐!       𝑖𝑓  𝑖 = 0  𝑖𝑤𝐻𝑐!   𝑖𝑓  𝑖 = 1, 2 
2.2.4.4 Validation by simulated short reads  
 To validate the sensitivity and specificity of our method, we use wgsim (H. Li, 2011) 
to simulate paired sequencing data from all possible known allele pair.  Only reads originating 
from the loci coding for the PRDM9 ZnF domain were simulated, as no subsequence of this 
region share sufficient identity to other paralogue ZnF genes in the human genome to be 
confused with. We determined this by using BLAST (Altschul et al., 1997) to compare 
PRDM9 subsequences to the remainder of the human genome.  The reads were simulated with 
an average insert size of 250 with a standard deviation of 50.  We do this for three levels of 
coverage: approximately 20X, 45X and 90X, which equates to 250, 500 and 1000 one hundred 
base pair reads covering the PRDM9 ZnF array region, respectively.  To make simulations 
more similar to genuine sequencing data, we insert base call errors at a rate of 0.001, which is 
near the higher limit for error rate estimates for Illumina sequencing (Lou et al., 2013).  We do 
not insert any mutations or deletions in our simulations, because PRDM9 polymorphisms are 
considered by simulating all known allele pairs.  Additionally, the insertion of mutations 
would simulate novel ZnFs, which cannot be detected by our approach.  From this short read 
sequencing data, we merge overlapping reads as described before using PEAR (Zhang et al., 
2014),  with a minimal overlap of 25 base pairs and a stringent P-value of 0.0001, to minimize 
the insertion of wrongly overlapping reads.  For each simulated allele pair, we call the k-ZnF 
genotype of the simulated reads for the allele pair using our method, with a scoring weight of 
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1.5.  Two batches of ideal profiles are used: one computed from 106 short reads, referred to as 
high profiles, and the other from 104 short reads, referred to as low profiles.   
 We perform sensitivity and specificity analyses by transforming our three genotypic 
class prediction results (e.g. 0 k-ZnF containing PRDM9 alleles, 1 k-ZnF containing PRDM9 
alleles and 2 k-ZnF containing PRDM9 alleles) (Supplementary Table 2-4) into a two classes 
classification (e.g. 0 k-containing PRDM9 alleles against non-0 k-containing PRDM9 alleles).  
We perform the same analysis to call the l-ZnF genotype of the same set of simulated samples. 
2.2.4.5 Validation of genotyping of novel alleles by simulated short reads 
 We validate that the method can correctly classify the genotype of a sample when its 
alleles have not been previously identified.  To do so, for each different allele, the profiles 
containing the specified allele are masked to remove prior information about the data, and 
therefore replicate the presence of novel alleles. The k-ZnF genotype of the simulated set of 
sequencing short reads is called as previously described, computed from the allele pair 
containing the novel allele, using a scoring weight of 1.5.  This specific weight is used to 
consider for the rarity of the k-ZnF across known alleles.  Using a lower scoring weight of 1 
would result in a bias towards the alleles that do not contain the k-ZnF, which are already at an 
advantage considering their larger number compared to the k-ZnF alleles.  
2.2.4.6 k-ZnF containing PRDM9 genotypic class in paediatric glioblastoma multiforme 
tumours 
 We applied our method to data from tumour samples from 36 individuals diagnosed 
with paediatric glioblastoma multiforme (pGBM) sequenced at the whole exome level 
(Schwartzentruber et al., 2012). This data is used to call preliminarily the k-ZnF PRDM9 
genotypes of the samples. We also determine the presence of other ZnF, namely the a-, b-, c-, 
d-, e-, f-, g-,  j-, and l-ZnFs, to narrow down the possible alleles present in the pGBM cohort. 
After trimming the reads with a quality threshold of 20, mapping was performed with the 
Burrows Wheeler Aligner (BWA) against the HG19 reference, specifically with the paired-end 
reads-adapted “sampe” algorithm (H. Li & Durbin, 2009), using default parameters.  PCR 
duplicates were removed using Picard tools and only properly paired reads were kept.  The 
estimated insert size distribution was computed for each sample using the fragment size field 
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of the BAM format file (H. Li et al., 2009) of the aligned set of reads.  The median insert size 
is 247 base pairs, with a standard deviation of 34.  The ideal ZnF count profiles were 
constructed to reflect these characteristics. 
 The short sequencing reads mapping to the ZnF region of PRDM9 were extracted. 
Unmapped reads are also extracted considering the possibility that they may be mapping to a 
ZnF unknown to the HG19 reference.  We remap the unmapped reads to a custom reference, 
allowing all reads that could result from the sequencing of the coding sequence of the PRDM9 
ZnF domain to be recovered.  For this permissive reference, the known ZnF sequences have 
57 variable positions, replaced by Ns to allow the mapping of all possible ZnF.  Because a 
ZnF has an 84 base pair length, and the sequencing reads have a 100 base pair length, each 
read should therefore cover at most three different ZnF.  The reference is built by 
concatenating three of the permissive ZnF coding sequence, with 100 bp upstream and 
downstream of the ZnF array.  We use NovoAlign to remap unmapped reads on the permissive 
PRDM9 reference. 
 Only reads mapping to the custom reference were considered for the remainder of the 
analysis. Overlapping reads were merged using the PEAR software, with a stringent p-value 
threshold of 0.001 and a minimum overlap of 25 base pairs.  Ideal profiles were built to 
represent the genuine data, with a median paired insert size of 247 bp and a standard deviation 
of 37 bp.  We call the PRDM9 genotypes with an added weight of 1.5 for the k- and l-ZnF 
containing alleles.  For other common ZnFs, we use a weight of 1 (see section 2.2.4.3).  
 An association test is used to evaluate if the presence of k-ZnF in the pGBM cohort is 
found in excess comparatively to healthy cohorts, using a two-tailed Fisher’s exact test.  To 
determine if there is an excess of PRDM9 alleles containing the k-ZnF in the pGBM cohort, 
we first inferred the genetic ancestry of the samples (section 2.2.4.7). The k-ZnF allele 
frequency necessary to determine an association of such alleles in the pGBM cohort is 
dependent on the ancestry of the samples. For example, a cohort showing an allelic frequency 
of 13% for the C allele might lead to the hypothesis of an excess of the C allele in this cohort 
if the samples originate from European populations, because the C allele is normally found at 
the low frequency of 1% in this specific population.  However, a cohort having an African 
ancestry showing the same 13% allelic frequency of the C allele does not support the same 
hypothesis, because the allelic frequency of this allele in this population is of 13% (Table 2-1).  
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2.2.4.7 Ancestry analyses of paediatric glioblastoma multiforme samples 
 We infer the genetic ancestry of our cohort, by first inferring the genotyping data from 
the exomes provided by the 1000 Genomes Projects (Durbin et al., 2010). SNPs located on the 
X, Y and mitochondrial chromosomes, as well as SNPs having a minor allele frequency lower 
than 5%, were discarded.  We compare the genetic information of pGBM patients with the 
inferred genotyping data from the 1000 Genomes Project (Durbin et al., 2010) using a 
principal component analysis approach with the smartPCA module of the Eigensoft software 
(Patterson, Price, & Reich, 2006).  The pGBM samples cluster with samples of European 
ancestry.  Therefore, pGBM samples are more closely related to Europeans than to 
populations of other origins, suggesting a common ancestry.  As such, we use a cohort of 76 
healthy French-Canadians (Hussin et al., 2013), also of European ancestry, as a control cohort 
in our association test.  Sanger sequencing was previously used (Hussin et al., 2013) to 
determine the alleles of PRDM9 present in the French-Canadian cohort. 
2.2.5 Results 
2.2.5.1 Prediction of k and l-ZnF PRDM9 genotypes of simulated short reads of known 
alleles 
The first step of our PRDM9 genotyping method is to compute the shortest unique 
subsequences present in each zinc finger.  Ideal count profiles are computed for each PRDM9 
allele pair.  These individual ideal profiles are constructed by first simulating high coverage 
sequencing data, then scanning through the resulting short reads and counting the number of 
times the unique subsequences are found.  Two batches of ideal profiles were used: one 
computed from 106 short reads, referred to as high profiles, and the other from 104 short reads, 
referred to as low profiles (Figure 2-4).  A count profile is also built for the sample.  We 
compute a score for each genotypic class (Figure 2-1) using a scoring function described in 
section 2.2.4.3, based on the correlations between the ideal profiles and the count profile of the 
sample (Figure 2-3). 
Our performance analyses show, as a proof of concept, that our method can accurately 
identify the genotypes of k and l-ZnF containing PRDM9 alleles, which are zinc fingers 
associated with leukaemia status (Hussin et al., 2013).  Our approach would also be efficient 
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in identifying the PRDM9 genotypes of other types of ZnF present in more than 28% of 
known alleles, as it is the case for the l-ZnF, but it is unclear if ZnF found in a lower 
proportion of alleles would perform as well, because it has not been tested. The sensitivity and 
specificity are especially high when identifying the presence of zero alleles containing the ZnF 
of interest (Figure 2-1 A), reaching nearly perfect predictions in every case (Figure 2-4).  We 
observe that as the coverage of the sample increases, the performance of the method improves, 
with 90X coverage simulated samples performing best. A slight improvement of the 
performance is seen for all analyses when using a high number of counts in the generation of 
the high coverage profiles, with the exception of cases when samples contain two PRDM9 
alleles containing the specified ZnF. In this case, using ideal profiles captured with a 100-fold 
lower number of reads seems to decrease the proportion of false positives (Figure 2-4 A, C).  
This may be explained by the insertion of sequencing errors and unproperly merged 
overlapping paired reads that are further captured in the high number of simulated counts, and 
the samples containing two alleles with the specified ZnF seem to be more sensitive to this 
effect.  This might be due to the reliance on fewer essential specific ZnF motifs to capture this 
genotypic class (Figure 2-1 C).  If these essential ZnF motifs are perturbed by errors in the 
reads, their detection is undermined.  Detecting l-ZnF containing alleles is more prone to 
capture the presence of two specified ZnF containing alleles in a sample than with k-ZnF, 
probably due to the longer unique motifs required to identify the k-ZnF.  However, predictions 
of both the k and l-ZnF containing alleles still seem to reach a reasonable rate of correctly 
called genotypes. As such, we show that it is possible to call the genotypes of alleles 
containing two different types of ZnF present in 34% and 28% of the set of known alleles for 





















Figure 2-4. Sensitivity and specificity analyses of our method on simulated datasets of 
PRDM9 allele pairs, for each predicted genotypic class (Figure 2-1).  (A) Sensitivity and (B) 
specificity of the method for predicting the number of alleles carrying k-ZnFs with varying 
coverage of the sample and of the profiles. (C) Sensitivity and (D) specificity of the method 
for predicting the number of alleles carrying l-ZnFs with varying coverage of the sample and 
of the profiles.  
 
2.2.5.2 Prediction of k-ZnF PRDM9 genotypes of simulated novel alleles 
 An important consideration of our method is that it can predict the PRDM9 genotype of 
a sample containing unknown or de novo alleles.  To demonstrate this, we simulate samples 
containing de novo alleles by removing prior allele information to the method. For each allele, 
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successively simulated as being novel, we mask ideal profiles containing the allele pair 
containing the de novo allele.  We capture the genotype of the known k-ZnF in these simulated 
novel alleles. Figure 2-5 shows the proportion of correctly k-ZnF genotyped samples 
according to the allele removed, simulated as de novo.  Four alleles are the less successful, or 
are the most incorrectly called, in determining the number of k-ZnF containing alleles when 
simulating their presence as novel observations, namely the L17, D, L20 and L4 alleles, which 
all contain the k-ZnF.  As expected, the method was more likely to miscall the L17 allele 
considering it is the only known PRDM9 allele carrying two zinc fingers of type k (Table 2-1).  
In that case, without prior information on the existence of an allele containing two distinct k-
ZnFs, the method is prone to correlate the genotype of the sample to two separate alleles 
containing one k-ZnF each, rather than to distinguish the presence of the two ZnF in the allele.  
There seems to be a slight bias of the missed prediction towards the k-ZnF containing alleles, 
which could be explained by the total smaller number of possible allele pairs that can be part 
of the top scoring correlations.  Overall, the prediction of the genotypic class is efficient even 
with the creation of a sample containing unidentified alleles, with once again an increase of 




Figure 2-5. Proportion of correctly called genotypes of k-ZnF containing PRDM9 alleles (y 
axis) for each set of allele pairs containing a simulated de novo allele (x axis).  The 
representation of the data points varies according to the presence or absence of k-ZnF in the de 
novo allele.   
 
2.2.5.3 k-ZnF PRDM9 genotypes detected in cohort of paediatric glioblastoma  
 We used data from a cohort of 45 previously sequenced patients affected by paediatric 
glioblastomas (Schwartzentruber et al., 2012) to characterize their PRDM9 alleles.  This 
particular type of paediatric cancer was considered because of the known recurrent mutations 
in the H3F3A gene, coding for the histone H3, which is the target of the histone-
methyltransferase activity of PRDM9.  Although PRDM9 was thought to be expressed solely 
during meiosis, evidence has shown that PRDM9 can be expressed in some cancer cell lines 
(Feichtinger et al., 2012), which suggest the expression of this protein in non-germline cells, 
especially when the genome of a cell is disturbed.  Furthermore, the incidence of paediatric 
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brain cancers fluctuates across populations (Bunin, 1987), which could hypothetically be 
correlated with the variation in PRDM9 alleles in individuals of diverse ancestry.  Finally, it 
has been reported that there might be an association between pGBM and Turner syndrome, a 
disease caused by an improper chromosomal segregation leading to the complete or partial X-
chromosome monosomy (Hanaei et al., 2015).  Considering the essential role of PRDM9 in 
recombination processes, which can lead to improper chromosomal segregation, we 
investigated the possible association between pGBM and the presence of k-ZnF alleles of 
PRDM9.  
Using a principal component analysis, we observe the clustering of the pGBM cohort 
with other samples identified as having European ancestry, specifically Utah residents from 
northern and western European ancestry and Italian residents from Tuscany (Figure 2-6).  This 
suggests that the PRDM9 alleles present in the cohort are those found exclusively in the 




Figure 2-6. Genetic ancestry of the pGBM cohort. The genetic information of the pGBM 
samples clusters with populations of European ancestry.  (CEU: Utah residents, CHB: Han 
Chinese, CHD: Denver Chinese, GBM: paediatric glioblastoma patients, JPT: Japanese, LWK: 
Luhya, TSI: Toscani, YRI: Yoruban)   
 
 We identified the genotypes of some specific ZnF types in the pGBM cohort, which 
allowed narrowing down the possible allele pairs carried by the samples (Table 2-2).  The 
possible allele pair list cannot be further reduced using our method, knowing that it is not 
powerful enough to discriminate between alleles carrying the same ZnFs but in different 
proportions.  Furthermore, we did not test for ZnFs present in only a few alleles, such as the 
w-ZnF, found only in the L34 allele, because we have not tested the accuracy of the 
predictions of specific ZnF present in less than 28% of the alleles (as shown above in section 
2.2.5.1). Interestingly, only two patients carry one copy of a k-ZnF allele, while the other 43 
patients carried zero alleles containing the k-ZnF (Table 2-2). Considering the genotype of 
other ZnFs in samples carrying k-ZnFs, we succeeded to determine that they carried an L8 and 
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a C allele.  Most samples carried ZnFs consistent with the presence of the A allele, which is 
the most frequent allele in all populations (Table 2-1).  We also identify two and one samples 
with ZnFs types consistent with the alleles B and E, respectively, which are also found at 
significant frequencies within European populations (Table 2-1). 
 We evaluate if k-ZnF genotypes are found in different proportions in healthy samples 
with the same ancestry, to avoid false positives or negatives driven by population structure 
(Marchini et al., 2004).  We do not find any association between k-ZnF PRDM9 genotypes in 
the pGBM cohort and an ethnically matched French-Canadian cohort of 76 healthy samples 
(P=1) (Hussin et al., 2013). This suggests that the effect of k-ZnF alleles in PRDM9 might be 
specific to childhood leukaemogenesis. 
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Table 2-2. Number of PRDM9 alleles predicted containing different specific ZnF, for each 
individual sample in the pGBM cohort.  The identification of the genotype of these ZnF types 
does not allow to directly concluding the presence of certain alleles, but narrows down the 
possible alleles, because we know how many alleles contain specific ZnFs.  The list of 
possible alleles can be further shortened if we consider the European ancestry of the samples, 
inferred from the Principal Component Analysis (Figure 2-6).  Highlighted are the genotypes 
that differ from those expected from an individual carrying two A alleles, which has the 
largest frequency in all populations. 
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GBM-1 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 abcdefgjkl abcdefgj L8 (1.) L8 (2.) 
GBM-1008 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-1111 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-1164 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-1386 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-164 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-2.6 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-2.7 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-2001-04 2 2 2 2 1 2 2 2 1 1 abcdfgjkl abcdefgj (3.) (1.) C (2.) 
GBM-265 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-272 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-3436-04 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-3864-03 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-3948 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-40662 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-4211 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-52 2 2 2 2 1 2 1 2 0 0 abcdfj abcdefgj E (1.) E (2.) 
GBM-593 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-63 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-78 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-812-04 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-AK257 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-AK429 2 2 2 2 1 2 2 2 0 0 abcdfgjkl abcdefgj (4.) (1.) B, L1, L2 (2.) 
GBM-AK434 2 2 2 2 1 2 2 2 0 0 abcdfgjkl abcdefgj (4.) (1.) B, L1, L2 (2.) 
GBM-AK654 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-AK847 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-BTTB-
1272 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-KoEu 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-PH1140 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-PH1143 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-PH1157 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-PS-10-
801 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-VCU5 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-p024 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-p065 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-p143 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 abcdefgj abcdefgj (1.) (1.) (2.) (2.) 
GBM-p2098 2 2 2 2 2 2 1 2 0 0 abcdefj abcdefgj L5, L23, L24 (1.) L24 (2.) 
 
1. A, L11, L13, L21, L22, L3, L9, L32, L33, L34, L35, L36, L37, L38 
2. A, L3, L9, L32, L33, L34, L38 
3. C, L4, L6, L14, L16, L17,L18, L19 




We have shown that our approach is efficient in accurately genotyping PRDM9 alleles, 
from whole exome or whole genome next generation sequencing data.  High specificity and 
sensitivity were obtained by simulating samples of sequencing reads representing all known 
allele pairs. Our approach is based on the presence of specific zinc finger motifs in short 
sequencing reads.  Their length influences the performance of the method.  Longer ZnF motifs 
are less sensitive to sequencing errors that can simulate an erroneous identification of a ZnF 
motif, which might allow for a lower number of false positives.  However, using longer motifs 
would consequently result in missing the presence of some motifs in the data, considering the 
higher possibility of the motif to be only partially represented in one 100 bp read.  This 
explains the approach of only using the shortest representative ZnF motif.   
In our current data, the identification of motifs longer than 100 bp relies heavily on the 
proper merging of overlapping reads.  Merging overlapping paired reads can cause the 
insertion of error in the dataset, considering the repetitive nature of the coding sequence of the 
ZnF array. Longer reads are getting more commonly used throughout newer studies, and 
would allow the identification of longer motifs without merging read pairs. However, we aim 
at characterizing PRDM9 alleles in databases reporting previously sequenced data, which 
mostly include 100 bp reads at the moment.  Our approach also depends on previous 
identifications of PRDM9 alleles, and we think further studies using Sanger sequencing data 
will increase the known number of alleles and provide a stronger prior to the method.  It 
should be noted that the presence of novel zinc fingers would not be captured with our 
approach, but previous studies (Jeffreys et al., 2013) have shown that novel alleles are mostly 
driven from duplication or deletion of existing zinc finger alleles.  
A concern we had regarding the comparison of the correlation coefficients is that there 
is not much variance separating the highest and lowest scoring correlations.  Increasing this 
variance would limit error by better distinguishing between matching and unmatching profiles, 
and therefore diminishing the possibility of adding inappropriate profiles in the highest 
correlation used towards the scoring function.  To increase this variance, we could attribute 
weights to data points having the most distinguishing value in the individual correlations.  It is 
possible that our approach would benefit from computing a confidence interval of the highest 
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correlation. The ideal profiles having correlation coefficients included in this interval could be 
used for the scoring function, instead of using the ideal profiles defined by an arbitrary 
threshold as described in section 2.2.4.3.   Furthermore, the number of known allele pairs 
belonging to each genotypic class influences our scoring function.  For instance, in our study, 
a minority of ideal profiles represent two alleles containing at least one k-ZnF, and the power 
to detect them is decreased, as is shown by the lower sensitivity of their identification (Figure 
2-4 a.).  We show that our approach is efficient in identifying the PRDM9 genotypes of ZnF 
present in up to 28% of known alleles, as it is the case for the l-ZnF, but it is unclear if ZnF 
found in a lower proportion of alleles would perform as well.  Decreasing the number of 
alleles carrying a certain ZnF in the prior, as shown in the de novo analysis, is variable 
according to the allele: some k-ZnF alleles, such as the C allele, still show accurate 
predictions, when the predictions of the D allele is more affected.  This suggests that other 
recognizable areas of some PRDM9 alleles are associated with the presence of k-ZnF, and we 
are better able to rescue their identification without prior knowledge of the allele per se. An 
issue is that we do not obtain a certainty value of the final computed genotype.  A possible 
way to solve this could be to use a permutation test, by randomizing the allele pair tags of the 
list of correlation and computing weight scores for this random dataset.  By randomizing the 
list a high number of times, we can obtain a distribution of scores, which can be used to 
uncover if there is a significant difference between the random distribution and the score 
originally obtained.   
Although we do not uncover an association between pGBM patients and k-ZnF 
containing PRDM9 alleles, our results do not rule out a possible role of PRDM9 in 
glioblastoma.  Indeed, PRDM9 might have an effect in the germline cells of the parents, which 
would not be observed with our data, solely consisting of the progeny’s genetic information, 
due to the transmission probability of 50%.   It is also possible that alleles containing other 
ZnF types, binding to different DNA motifs, would cause an effect, as they were not tested in 
our preliminary analysis.  The lack of association between the cohort of pGBM patients and 
the presence of k-ZnF containing PRDM9 alleles raises the question as to if the association 
observed in leukaemia is specific or if other types of early onset cancer might be affected by 
rare alleles of this gene.  Early onset cancer might be affected by the quick evolution of 
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PRDM9 in human populations, driven by the selective pressure on the recombination hotspots 
and on the fast-evolving ZnF array of PRDM9.  This process might not be followed by a rapid 
evolution of the demethylase removing the H3K4me3 mark left by PRDM9.  Furthermore, it 
has been shown in multiple species, including S. cerevisia and in mice, that post-translational 
modifications on histone can be passed through generations (Youngson & Whitelaw, 2008), 
making it possible that marks occurring in meiosis are conserved in the progeny.  
Additionally, it is not clear whether the expression of PRDM9 is truly specific to meiosis, 
especially in cells having a disturbed behaviour.  For instance, PRDM9 is expressed in some 
cancer cell lines, including leukaemia cell lines but also in melanoma and colon cancer cell 
lines (Feichtinger et al., 2012).  The specificity of the role of PRDM9 in leukaemogenesis 
might be explained by its putative role in somatic recombination, which has an essential role 
in hematopoiesis, specifically in B and T cells (Lieber, Hesse, Mizuuchi, & Gellert, 1987).  
This process is driven by the H3K4me3 mark, which is recognized by RAG2, a key player in 
the cleavage of the accurate somatic recombination targets (Matthews et al., 2007).  This 
known mechanism could possibly explain the leukaemia-specific association of k-ZnF 
containing PRDM9 alleles. However, the presence of these alleles should be examined in 
further types of early onset cancer, in particular affecting blood cells differentiated by somatic 
recombination, to clarify the mechanism of PRDM9 in the development of childhood 
leukaemia.  Our method, paired with the sequencing data present in public cancer databases, 
can contribute to this data mining effort.  
Overall, when compared to previously described methods, our approach brings further 
insights and characterisation on the PRDM9 locus from next generation sequencing data. 
Other approaches either did not account for novel alleles (Hinch et al., 2011), or did not 
characterize the two haplotypes carried (Hussin et al., 2013) (Schwartz et al., 2014), two 
aspects that we thought of as essential, given the structure of PRDM9.  The method 
implemented by Hussin (2013), which only identifies the presence or absence of a specific 
zinc finger in a sample, had higher sensitivity and specificity when tested against simulated 
data, but this is due to the lower number of predictive classes, thus being less informative, than 
our approach.  
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Our method could be easily extended to other proteins containing a repetitive ZnF 
array, such as other members of the PRDM gene family, of which some members also have 
known roles in carcinogenesis via their epigenetic enzymatic activities.  As in PRDM9, the C-
terminal tail of PRDM proteins is composed of a repetitive ZnF array, which is linked to rapid 
evolution and leads to the frequent generation of novel alleles. The effect of alternative alleles 
in other PRDM genes, containing specific ZnF types could be studied using our approach.  
The method could also be further extended to other repetitive regions of the genome, 
composed of similar repeat units, such as the structurally relevant Armadillo repeat domains 
(Tewari, Bailes, Bunting, & Coates, 2010). 
2.2.7 Conclusion 
Here, we have presented a novel method to identify the genotype of PRDM9, which we 
define as the number of alleles carrying a certain type of ZnF, from Next Generation 
sequencing short reads.  We show that the method is efficient, even whilst a dataset contains 
novel alleles.  The identification of PRDM9 alleles containing certain types of ZnFs is of 
importance in population studies, but also in uncovering genetic factors influencing early 
onset paediatric cancers.  Our preliminary analysis suggests that k-ZnF types PRDM9 alleles 
are not over-represented in a cohort of paediatric glioblastomas. Although additional analysis 
would be necessary, this could further suggest the leukaemia specific action of these alleles.  
Our method shows promise to identify associations between some alleles of PRDM9 in 
multiple types of cancers.   
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2.2.8 Supplementary material 
a tgtggacaaggtttcagtgttaaatcagatgttattacacaccaaaggacacatacaggggagaagctctacgtctgcagggag  
b tgtgggcggggctttagctggaagtcacacctcctcattcaccagaggatacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
c tgtgggcggggctttagctggcagtcagtcctcctcactcaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
d tgtgggcggggctttagccggcagtcagtcctcctcactcaccagaggagacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
e tgtgggcggggctttagctggcagtcagtcctcctcagtcaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
f tgtgggcggggctttagcaataagtcacacctcctcagacaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
g tgtgggcggggctttcgcgataagtcacacctcctcagacaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
h tgtgggcggggctttagagataagtcaaacctcctcagtcaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
i tgtgggcggggctttcgcaataagtcacacctcctcagacaccagaggacacacacaggggagaagccctacgtctgcagggag  
j tgtgggcggggctttagcgataggtcaagcctctgctatcaccagaggacacacacaggggagaagccctacgtctgcagggag  
k tgtgggcggggctttagagataagtcacacctcctcagtcaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
l tgtgggcggggctttagctggcagtcagtcctcctcagacaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
m tgtgggcggggctttagagataagtcacacctcctcagacaccagaggacacacacaggggagaagccctacgtctgcagggag  
n tgtgggcggggctttagccggcagtcagtcctcctcagtcaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
o tgtgggcggggctttagagataagtcaaacctcctcagtcaccagaggacacacacaggggacaagccctatgtctgcagggag  
p tgtgggcggggctttagagatgagtcaaacctcctcagtcaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
q tgtgggcggggctttcgcaataagtcacacctcctcagacaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  
r tgtgggcggggctttagccggcagtcagtcctcctcactcaccagaggacacacacaggggagaagccctatgtctgcagggag  







Supplementary Figure 2-7. Coding sequence for each PRDM9 zinc finger present in known 






Supplementary Figure 2-8.  Distribution of frequency of the base pairs length of the 1238 
unique ZnF motifs. Darker coloring of the bars indicate lower frequencies. 
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Supplementary Table 2-3.  ZnF motif counts used for the correlations shown in Figure 2-3.  
The sample which has two A alleles is far more similar to the ideal profile representing AA 
alleles, than to the ideal profile representing the L4L9 alleles.  Quantifying the divergence or 
resemblance between count profiles is made using correlations. 
 
ZnF motif AA ideal profile L4L9 ideal profile AA sample profile 
GV 0 0 0 
DJ 33 85 0 
BC 16455 13317 10 
CQ 0 0 0 
BN 0 0 0 
XG 0 0 0 
UI 0 0 0 
XV 0 0 0 
VW 0 0 0 
DI 0 0 0 
DP 0 1 0 
MP 0 0 0 
XS 0 0 0 
EN 0 0 0 
PW 0 0 0 
RQ 0 0 0 
TK 0 0 0 
TN 0 0 0 
PJ 0 1204 0 
NO 0 0 0 
Q 0 786 0 
M 1622 1024 0 
VO 0 0 0 
BF 0 0 0 
GC 0 0 0 
LG 0 0 0 
AM 0 0 0 
AH 0 0 0 
XW 0 0 0 
RH 0 0 0 
LO 0 0 0 
MG 0 0 0 
CF 11 11 0 
AE 0 0 0 
BA 0 0 0 
LE 0 0 0 
TH 0 0 0 
VH 0 0 0 
XB 0 0 0 
NC 0 0 0 
KF 0 0 0 
HQ 0 0 0 
TB 0 0 0 
XO 0 0 0 
WQ 0 0 0 
EF 12 6 0 
FQ 0 2 0 
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TO 0 0 0 
XN 0 0 0 
NQ 0 0 0 
AF 0 0 0 
KE 0 0 0 
BJ 0 0 0 
B 52485 42892 22 
H 33127 21341 15 
XK 0 0 0 
LK 0 0 0 
RV 0 0 0 
U 0 0 0 
F 50202 32223 23 
LV 0 0 0 
PO 0 0 0 
OJ 0 0 0 
RU 0 0 0 
UP 0 0 0 
KQ 0 0 0 
XT 0 0 0 
QJ 0 299 0 
FI 3 0 0 
LH 0 437 0 
LU 0 0 0 
VE 0 0 0 
DS 0 0 0 
VI 0 0 0 
TV 0 0 0 
R 5450 8141 3 
RC 0 0 0 
DO 0 0 0 
BQ 0 0 0 
KH 0 486 0 
TS 0 0 0 
TG 0 0 0 
KC 0 0 0 
DC 4217 13917 0 
GD 0 0 0 
TA 0 0 0 
MO 0 0 0 
RB 0 0 0 
DQ 0 0 0 
MF 0 0 0 
LP 0 0 0 
VQ 0 0 0 
KS 0 0 0 
UE 0 0 0 
RJ 0 0 0 
XD 0 0 0 
EO 0 0 0 
EI 0 0 0 
GW 0 0 0 
XH 0 0 0 
BI 0 0 0 
WC 0 0 0 
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MK 0 0 0 
EQ 0 0 0 
AG 0 0 0 
P 0 23030 0 
AI 0 0 0 
AN 0 0 0 
UA 0 0 0 
RG 0 0 0 
EH 1 0 0 
KN 0 0 0 
T 0 0 1 
MS 0 0 0 
XC 0 0 0 
EC 254 119 0 
UJ 0 0 0 
WO 0 0 0 
QS 0 0 0 
XJ 0 0 0 
LD 0 0 0 
RS 0 0 0 
LI 0 0 0 
GH 95 0 0 
KG 0 0 0 
KD 0 0 0 
VS 0 0 0 
PE 0 0 0 
US 0 0 0 
I 8183 2414 3 
G 25456 10563 10 
BU 0 0 0 
FJ 3631 1686 1 
FS 0 0 0 
TP 0 0 0 
AS 0 0 0 
AV 0 0 0 
RM 0 0 0 
QI 0 0 0 
DF 9 31 0 
RN 0 0 0 
BM 0 0 0 
BK 0 0 0 
BV 0 0 0 
HF 810 0 0 
HC 0 0 0 
PI 0 0 0 
DW 0 0 0 
S 0 1 0 
AC 1394 1182 0 
IJ 1238 331 0 
UW 0 0 0 
XU 0 0 0 
KI 0 0 0 
BW 0 0 0 
AO 0 0 0 
VC 0 0 0 
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XI 0 0 0 
J 9196 7079 3 
TJ 0 0 0 
LC 0 0 0 
KV 0 0 0 
MN 0 0 0 
GJ 133 62 0 
RE 0 0 0 
WS 0 0 0 
D 92885 110270 44 
GO 0 0 0 
RF 0 0 0 
UN 0 0 0 
UD 0 0 0 
RW 0 0 0 
BP 0 0 0 
BE 119 73 0 
UM 0 0 0 
LW 0 0 0 
VF 0 0 0 
XE 0 0 0 
LS 0 0 0 
AJ 0 0 0 
C 75095 105292 36 
LQ 0 0 0 
VJ 0 0 0 
PQ 0 0 0 
HS 0 0 0 
X 0 0 5 
KO 0 0 0 
XF 0 0 0 
TM 0 0 0 
LM 0 416 0 
MJ 8 0 0 
LA 0 0 0 
UK 0 0 0 
PH 0 0 0 
NI 0 0 0 
XM 0 0 0 
N 4356 2302 6 
TE 0 0 0 
TF 0 0 0 
TQ 0 0 0 
EW 0 0 0 
SJ 0 0 0 
RA 0 0 0 
AD 39 28 0 
XQ 0 0 0 
GS 0 0 0 
ME 0 0 0 
VN 0 0 0 
CI 0 0 0 
RL 0 0 0 
UC 0 0 0 
GE 0 0 0 
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V 0 0 3 
WJ 0 0 0 
LB 0 0 0 
DV 0 0 0 
DE 12063 5459 7 
MV 0 0 0 
OI 0 0 0 
PN 0 0 0 
BH 0 0 0 
MI 0 0 0 
GI 0 0 0 
WF 0 0 0 
RO 0 0 0 
GP 0 1933 0 
FO 0 0 0 
CS 0 0 0 
AW 0 0 0 
RT 0 0 0 
MC 0 0 0 
HN 0 0 0 
PS 0 0 0 
UG 0 0 0 
K 2966 23175 1 
EJ 456 188 0 
HJ 2654 1367 0 
E 43856 19169 24 
RP 0 0 0 
TU 0 0 0 
QO 0 0 0 
LJ 0 1085 0 
GF 0 0 0 
VP 0 0 0 
KW 0 0 0 
PC 0 0 0 
TC 0 0 0 
MQ 0 0 0 
NJ 0 0 0 
KJ 0 0 0 
LF 0 0 0 
ES 0 0 0 
BO 0 0 0 
UH 0 0 0 
HO 0 0 0 
NS 0 0 0 
XL 0 0 0 
HW 0 0 0 
RX 0 0 0 
CJ 646 408 0 
XA 0 0 0 
MD 0 0 0 
DH 0 1 0 
L 3577 21726 1 
UO 0 0 0 
GN 0 0 0 
UV 0 0 0 
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SI 0 0 0 
CO 0 0 0 
NW 0 0 0 
AP 0 0 0 
AQ 0 0 0 
AK 0 0 0 
HI 0 14 0 
TI 0 0 0 
OS 0 0 0 
WI 0 0 0 
BG 0 0 0 
RK 0 0 0 
MH 0 0 0 
W 0 0 0 
BS 0 0 0 
TL 0 0 0 
RI 0 0 0 
TW 0 0 0 
KP 0 0 0 
XP 0 0 0 
PF 0 323 0 
LN 0 0 0 
UF 0 0 0 
MW 0 0 0 
DN 2445 1458 2 
A 18220 14691 12 
O 0 0 0 
GQ 0 0 0 
UQ 0 0 0 
NF 0 0 0 
RD 0 0 0 
TD 0 0 0 




Supplementary Table 2-4. Complete confusion matrices of the predicted genotypic class of 
simulated samples.  Samples were simulated with different coverage levels. Genotype 
predictions were done using ideal profiles originating from high or low number of sequencing 
reads.  Accurate predictions are highlighed. 
 
Coverage of the simulated 
sample 
Type of ideal 
profile  
Predicted class 







295 5 0 
Low 9 263 16 
 0 14 64 




296 4 0 
7 265 16 
0 14 64 
45X 




300 0 0 
5 278 5 
0 11 67 




300 0 0 
4 277 7 
0 10 68 
90X 




300 0 0 
1 283 4 
0 2 76 




300 0 0 
0 283 5 




Notre étude est basée sur la question de l’implication des allèles de PRDM9 sur le 
développement de cancers pédiatriques.  Notre revue de littérature montre que les 
modifications covalentes sur les histones peuvent être dérégulées fréquemment dans les 
cancers, dont les glioblastomes multiformes pédiatriques.  Les PRDMs, une famille de 
protéines ayant une activité histone méthyltransférase, ont des fonctions importantes qui, si 
dérégulées, peuvent être associées au développement de cellules tumorales.  En particulier 
dans notre étude, nous sommes intéressés à la protéine PRDM9, qui a un rôle dans la détection 
des positions de hotspots de recombinaison puisque ceux-ci sont déterminés en partie par le 
motif de liaison du domaine de doigts de zinc de PRDM9.  L’allèle de PRDM9 semble avoir 
un rôle sur le développement de leucémies aigües pédiatriques, suggérant l’implication de 
facteurs spécifiques à la méiose dans la leucémogenèse.  Plusieurs hypothèses ont été 
suggérées pour expliquer l’implication de PRDM9 dans ce développement tumoral.  L’une 
d’elles est que l’expression de PRDM9 n’est pas nécessairement spécifique à la méiose, 
puisqu’il est possible que son expression soit dérégulée chez certains types de cellules 
tumorales dont le comportement est perturbé.  Il a d’ailleurs été montré que PRDM9 est 
exprimé dans certaines cultures de cellules tumorales (Feichtinger et al., 2012).  Également, le 
retrait inadéquat des marques épigénétiques, suivie de leur mécanisme de transmission à 
travers les générations de cellules, peut expliquer leur présence dans des stages de 
développement qui ne sont plus appropriés.  Ce phénomène pourrait être à la cause de troubles 
de différentiations cellulaires, menant au développement de cellules tumorales.  Ceci pourrait 
ainsi mener à l’implication de PRDM9 chez les cancers qui apparaissent à un stage précoce de 
la vie d’un enfant. 
Avec la diminution du cout d’expériences de séquençage de nouvelle génération, on 
observe une croissance du nombre d’études basées sur le NGS au sein de la communauté 
scientifique.  Ainsi, les bases de données telle le « International Cancer Genome Consortium » 
regroupent de plus en plus d’échantillons de séquençage de NGS accessibles au public.  Ceci 
permet la réanalyse de ces mêmes jeux de données avec des questions différentes. Afin de tirer 
profit de ces jeux de données, nous recherchions un moyen de caractériser les allèles de 
 83 
PRDM9 d’un individu à partir de données de NGS, en particulier chez les patients atteints de 
cancers pédiatriques.  Nous estimions que les méthodes précédemment élaborées avaient 
certaines failles trop importantes, tel que l’incapacité de caractériser les allèles qui n’ont pas 
été préalablement identifiés ou les deux allèles séparément d’un jeu de données diploïde.  
Dans ses débuts, ce projet était centré sur l’identification de la séquence complète en 
doigts de zinc des allèles de PRDM9.  Nous avons développé une méthode se basant sur 
l’alignement de lectures sur toutes les paires de doigts de zinc possibles.  Pour cette approche, 
la probabilité de retrouver une paire de doigts de zinc est déterminée selon le nombre de 
lectures alignées contre celle-ci.  Cette probabilité est établie selon une distribution de 
Poisson, qui est représentative de la probabilité de couverture d’une base.  La présence d’une 
paire de doigts de zinc est déterminée par un seuil minimal de probabilité.  Les paires 
présentes de ZnF étaient par la suite ordonnées, ce qui permettait l’identification d’un allèle.  
Cette approche ne donnait pas les résultats escomptés : malgré l’identification possible de 
nouveaux allèles, il était impossible de distinguer quels doigts de zinc provenaient de quel 
haplotype.  Nous avons également essayé une approche d’assemblage de novo de la région 
grâce au logiciel ABySS, mais nous faisions face aux mêmes limitations. Par la suite, nous 
avons élaboré une approche basée sur la création de profils idéaux de paires d’allèles, comme 
décrit au chapitre 2, afin de prédire la paire d’allèle qui corrèle le mieux avec celle 
représentant l’échantillon de NGS.  Les prédictions obtenues à partir de données simulées 
n’indiquaient pas une bonne performance, possiblement en raison de la ressemblance de 
certains allèles. En effet, l’identification de certaines paires de doigts de zinc, particulièrement 
ceux avec un motif unique d’une grande longueur, est plus difficile pour les échantillons avec 
une petite couverture. Par exemple, le motif unique de la paire de doigt de zinc de type dd a 
une longueur de 106 paires de bases, et son identification dans les lectures de 100 paires de 
bases est difficile, malgré la fusion des lectures chevauchantes.  Ainsi, l’identification de 
l’allèle A, dont la séquence en doigts de zinc est abcddecfghfij, est défavorisée au profit de 
l’allèle L3, représenté par abcdecfghfij.  Ces séquences d’allèles se distinguent seulement par 
la répétition supplémentaire du ZnF de type d chez l’allèle A.  Afin de prédire correctement 
les caractéristiques d’allèles portés par un échantillon, nous avons donc opté pour la réduction 
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des contraintes pour la classification de l’échantillon, en ne permettant que trois classes 
prédictives possibles.   
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3.1 Améliorations de la méthode 
Ainsi, nous avons choisi de focaliser nos recherches sur l’identification du nombre 
d’allèles de PRDM9 contenant un type spécifique de doigts de zinc, ce qui restreint le nombre 
de classes prédictives à trois génotypes.  En particulier, les allèles de PRDM9 portant un doigt 
de zinc de type k, associés aux leucémies pédiatriques, semblent reconnaitre un motif 
similaire.  Ne voulant pas nous contraindre à un type de doigt de zinc particulier, notre 
méthode parvient tout de même à caractériser les allèles portant d’autres types de doigts de 
zinc, tel le l-ZnF, à la condition que ce doigt de zinc soit présent dans une assez grande 
proportion des allèles connus.  Ainsi, la distinction des doigts de zinc est basée sur les motifs 
de longueurs minimales uniques aux ZnFs, ce qui maximise l’identification des attributs 
spécifiques aux ZnFs dans les lectures.  La construction de profils idéaux est basée sur 
l’utilisation de simulations de données de NGS.  L’utilisation de simulations contrevient à 
l’absence d’échantillons de NGS portant certaines paires d’allèles rares qui n’auraient pas 
encore été observées ensemble.  La vitesse d’évolution de PRDM9 fait en sorte que de 
nouveaux allèles sont constamment générés dans la population, d’où l’importance de la 
capacité de notre méthode à capturer les caractéristiques des allèles qui n’ont pas été 
préalablement identifiés. 
L’inconvénient principal de notre méthode est que nous n’avons pas d’indication de la 
certitude avec laquelle nous obtenons le génotype de PRDM9 donné en sortie.  Une solution 
possible est d’utiliser un test de permutation (Good, 2013), qui procède par la randomisation 
des paires d’allèles des profils idéaux reliées aux corrélations obtenues.  En effectuant ces 
permutations un grand nombre de fois, nous obtiendrions une distribution de scores, ce qui 
permet d’évaluer s’il y a une différence significative entre la distribution aléatoire et celle que 
nous obtenons.  De plus, certains motifs de doigts de zinc sont corrélés entre eux.  Par 
exemple, le motif propre au a-ZnF sera corrélé au motif propre à la paire de doigts de zinc ab, 
ce qui peut influencer le coefficient de corrélation.  Afin d’éviter ce biais, nous pourrions 
calculer deux corrélations indépendantes : une pour les motifs de ZnF uniques et une pour les 
motifs de paires de doigts de zinc, que nous pourrions par la suite regrouper ensemble.  
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Également, nous n’avons pas élaboré de moyen permettant la confirmation qu’un 
échantillon soit en présence d’un nouvel allèle, qui pourrait être examiné avec plus d’attention.  
Afin de pouvoir fournir cette information en sortie, il serait nécessaire d’examiner si un 
échantillon contient une paire de doigts de zinc préalablement non-observée chez les allèles 
connus et qui est absente de chacun des profils idéaux.  Quel seuil est nécessaire afin de 
déterminer si un motif est réellement présent, et qu’il n’est pas dû à une erreur de séquençage?  
Ce seuil est à déterminer en fonction de la longueur du motif unique.  En effet, plus la 
longueur de celui-ci est grande, moins les chances de l’observer sont élevées, puisqu’il y aura 
moins de paires de lectures couvrant exactement ce motif.  De plus, de longs motifs 
augmentent la susceptibilité de la présence d’erreurs de séquençage, ce qui ne permet pas la 
détection de celui-ci dans une paire de lectures.  Également, la couverture de séquençage 
influence ce seuil, considérant qu’un grand nombre de lectures augmentera la probabilité 
d’observer un certain motif. Ainsi, à partir de ces paramètres, nous pensons pouvoir construire 
un modèle de HMM (« Hidden Markov Model») permettant de déterminer les seuils de 
présence d’une paire de doigts de zinc.  Celui-ci pourrait être entrainé sur les profils des allèles 
contenant des doigts de zinc connus. 
Dans le cadre de notre méthode, nous nous concentrons sur le nombre d’allèles de 
PRDM9 contenant un certain doigt de zinc.  Bien entendu, notre méthode ne fournit qu’une 
caractérisation incomplète sur les allèles étudiés.  Idéalement, afin de déterminer d’une 
manière plus précise les sites de liaison de la protéine PRDM9, la séquence complète de doigts 
de zinc devrait être identifiée.  Il serait possible d’augmenter le nombre de doigts de zinc 
connus dans un échantillon en lançant successivement plusieurs fois notre méthode 
d’identification de génotypes, pour des ZnF différents.  Notre approche pourrait être étendue 
pour identifier le nombre d’allèles contenant une telle paire de doigts de zinc, ce qui 
indiquerait l’ordre des ZnFs retrouvés dans l’échantillon. Si l’accès des échantillons 
biologiques est possible, la validation par re-séquençage pourrait s’avérer utile, par exemple 
grâce au séquençage de la région par la méthode Sanger, ou avec une technologie permettant 
le séquençage de longues lectures, comme Pac-Bio, capable de produire des lectures de 
l’échelle d’un kilobase (Koren & Phillippy, 2015). La technologie Oxford Nanopore promet 
pour bientôt le séquençage en une seule molécule de polynucléotides de chromosomes 
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complets, ce qui permettra de définir sans ambigüité les allèles de PRDM9 dans un 
échantillon.  En ce moment, cette méthode ne permet que le séquençage de petits génomes tel 
que celui de Escherichia Coli, mais offre de belles perspectives pour l’avenir, en raison de son 
indépendance par rapport à la préparation de gabarits représentatifs du génome ou à 
l’amplification de fragments (Nicholas James Loman, Quick, & Simpson, 2015).  Néanmoins, 
ces technologies ne sont pas la norme présente du séquençage, ce qui garde notre méthode 
d’actualité.   De plus, notre approche conserve son intérêt puisque la vaste majorité des 
échantillons présents dans les bases de données publiques ont été séquencés grâce aux 
technologies basées sur les courtes lectures. 
  
 88 
3.2 Applications biologiques 
Les études se penchant sur les glioblastomes multiforme pédiatriques, un type de 
cancer du cerveau très agressif, ont reporté plusieurs perturbations de nature épigénétique.  
Entre autres, la séquence codante de la queue de l’histone H3, qui est la cible de l’activité 
méthyltransférase de PRDM9, est mutée de manière récurrente chez les cellules tumorales de 
pGBM. Ainsi, notre hypothèse supposait que certains allèles de PRDM9, comportant des 
doigts de zinc de type k pouvaient avoir un impact sur le développement des pGBMs.  Ceux-ci 
seraient ainsi retrouvés en excès dans une cohorte de patients affectés.  Nous escomptions 
qu’une cohorte de patients affectés de ce type de cancer permettrait de tester notre méthode, en 
caractérisant les allèles portés par ceux-ci. 
La cohorte étudiée de pGBM ne démontrait pas un excès d’allèles de PRDM9 
contenant un doigt de zinc de type k : seulement deux individus portaient un tel ZnF, ce qui est 
représentatif des populations Européennes.  Malgré les résultats positifs obtenus dans l’analyse 
basée sur les simulations, nous ne pouvons garantir que notre méthode est en mesure de 
détecter la présence de deux allèles de PRDM9 contenant le doigt de zinc de type k pour des 
données réelles.  En effet, la méthode n’a repéré aucun échantillon appartenant à la classe 
génotypique d’homozygotes dérivés dans la cohorte étudiée.  Ceci pourrait être dû soit à 
l’absence réelle de cette classe génotypique dans la cohorte, ou à la faiblesse de notre méthode 
à repérer la présence de deux allèles contenant le k-ZnF. Il serait nécessaire de tester 
additionnellement  notre méthode sur des données réelles, ayant des représentants de toutes les 
classes génotypiques. Nous suggérons une cohorte d’individus de descendance Africaine, où 
nous pouvons retrouver des allèles de PRDM9 contenant des doigts de zinc de type k ayant 
une plus grande fréquence allélique et ainsi repérer à une plus haute proportion le génotype 
d’homozygote dérivé.  Il est également possible que les allèles de PRDM9 contenant des k-
ZnF aient réellement une fonction dans le développement de la gliomagenèse, mais ne soient 
pas représentés en excès dans cette cohorte dû à un défaut de notre approche expérimentale. 
Notre hypothèse allègue qu’il est possible que PRDM9 ait un effet spécifique à la méiose dans 
les cellules germinales des parents.  Il est possible que les parents des patients de notre cohorte 
portent un allèle de PRDM9 comportant un k-ZnF, que nous n’observons pas chez l’enfant en 
raison de la probabilité de transmission de 50%.  Il est ainsi possible qu’il y ait un excès de ces 
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allèles sans que nous ne l’observions, puisque nous n’avons pas accès à l’information 
génétique des parents.  Idéalement, nous pourrions mieux évaluer l’impact de PRDM9 chez 
les patients de pGBM si leurs parents étaient également séquencés.   
Ainsi, afin de valider l’absence d’association entre les allèles de PRDM9 contenant un 
k-ZnF et pGBM, deux étapes seraient nécessaires.  Premièrement, la validation de la 
méthodologie bioinformatique est requise, en s’assurant qu’elle est en mesure de déterminer 
avec précision la classe génotypique, même lorsqu’il s’agit d’échantillons contenant deux 
allèles avec le ZnF spécifié. Deuxièmement, il serait également important d’examiner les 
classes génotypiques de PRDM9 chez les parents des patients, afin de prendre en considération 
la fonction spécifique à la méiose de PRDM9.   
S’il n’existe réellement aucun lien entre PRDM9 et la gliomagenèse, une question 
importante est le mécanisme régulant l’association entre ce gène et la leucémie aigüe 
lymphoblastique pédiatrique.  La leucémie aigüe lymphoblastique affecte les cellules 
lymphoïdes, qui sont un des produits de l’hématopoïèse. Ce processus de différentiation 
cellulaire est à l’origine de l’ensemble des types cellulaires du sang.  Les cellules B, T et 
lymphoïdes sont toutes issues du même type de cellule précurseur.  La maturation des cellules 
B et T est dépendante de la recombinaison somatique, qui est régulée par la présence de 
marques H3K4me3. Ainsi, certaines marques laissées par PRDM9 pourraient conduire à une 
recombinaison somatique inappropriée, ce qui pourrait expliquer l’association spécifique à la 
leucémie.  Par contre, avant de conclure l’exclusivité du rôle de PRDM9 à la leucémogenèse, 







Mondialement, plus de 96,000 cancers pédiatriques affectent de nouveaux patients à 
chaque année.  Ceci justifie l’effort fourni de la communauté scientifique pour identifier des 
variants hérités des parents pouvant avoir un effet sur le développement des tumeurs.  De tels 
variants pourraient avoir un impact plus important chez les cancers pédiatriques, puisque la 
courte vie des patients ne peut souvent pas expliquer l’accumulation de mutations somatiques 
nécessaire au développement d’un cancer. Nous sommes intéressés aux variations d’allèles de 
PRDM9, dont certains, portant un doigt de zinc de type k, ont été associés à la leucémie aigüe 
pédiatrique.  
Ce mémoire adresse le typage des allèles de PRDM9 à partir d’échantillons de 
séquençage de nouvelle génération, en particulier dans les cancers pédiatriques. Nous avons 
exploré plusieurs méthodes computationnelles qui se sont avérées inefficaces sur certains 
points.  Ainsi, l’étude s’est concentrée sur le développement d’une méthode identifiant le 
génotype de PRDM9 contenant un type spécifique de doigt de zinc à partir de NGS.  
Nous avons démontré grâce à des analyses de simulations que la méthode est efficace 
quant à l’identification du génotype de PRDM9, même lorsqu’un échantillon contient un allèle 
n’ayant pas été caractérisé.  Nous avons également effectué une analyse préliminaire, visant à 
identifier les allèles de PRDM9 contenant un doigt de zinc de type k dans une cohorte de 
patients atteints de glioblastomes multiforme pédiatrique. Les allèles de PRDM9 contenant un 
k-ZnF ne sont pas retrouvés en excès dans la cohorte.  Bien qu’il soit nécessaire d’effectuer 
des analyses supplémentaires, ce résultat effleure la possibilité que certains allèles de PRDM9 
pourraient avoir un effet spécifique à la leucémogenèse.   
Notre méthode pourrait être utilisée afin de caractériser les allèles de PRDM9 dans une 
cohorte de patients atteints de glioblastomes multiforme pédiatrique dont les parents sont 
également séquencés, afin de considérer le rôle spécifique à la méiose de PRDM9.  
Également, nous comptons caractériser les allèles de PRDM9 dans d’autres types de cancers 
pédiatriques, afin d’explorer le rôle de ces allèles dans la carcinogenèse pédiatrique.  Ces 
analyses pourraient permettre éventuellement l’identification de PRDM9 comme un facteur 
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d’importance dans le développement de certains types de cancers.  Ainsi, le typage des allèles 
pourrait éventuellement être utilisé comme identification de facteurs de risque chez certains 
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Annexe 1. Script de préparation des fichiers nécessaire à 
l’identification du génotype de PRDM9 
Voici le script écrit dans le langage de programmation PERL, permettant la préparation 
des fichiers nécessaires pour la génération de profils idéaux.  Ceux-ci incluent la liste de 
motifs uniques pour chaque doigt de zinc et chaque paire possible de ZnF et les fichiers 
FASTA représentant chaque paire d’allèles.  Le script prend en entrée un fichier contenant les 
séquences codantes de chaque type de doigts de zinc et les séquences en doigts de zinc de 
chaque allèle, tous deux en format csv.  Également, le script requiert l’emplacement du fichier 
désigné pour écrire en sortie les motifs uniques en format séparés par des tabulations, et le 
répertoire où l’ensemble des fichiers des paires d’allèles, en format FASTA, sera enregistré.  
Ce script n’a besoin que d’être roulé une seule fois pour chacun des ensembles d’allèles et de 




use List::MoreUtils qw/ uniq /; 
use Statistics::R; 
 
#Outputs file of unique motifs found in each different ZnF and in each ZnF 
pair found in alleles 
#also outputs in directory  
 





my $sUsage = "Usage: perl $0 <Nucleotide sequence of each ZnF 
{ZnF,Nucleotide sequence}> <PRDM9 ZnF array alleles {PRDM9 allele,ZnF 
sequence}> <Motifs output file> <Output directory for FASTA alleles files>"; 
 
if (@ARGV != 4) {die $sUsage;} 
my $znf_file = shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $znfArray_file=shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $motifs_output=shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $fastaDir=shift(@ARGV) or die $sUsage; 
 
my %znf; #key: ZnF name, nucleotide sequence of each ZnF 
my %znfMot;  #key:ZnF name, array of unique motif 
my %znfArrayAlleles; #key: Allele name, ZnF sequence 
my %znfBeginUniq;#key:ZnF name, unique prefix nucleotide sequence   
my %znfEndUniq;#key: ZnF name, unique suffix nucleotide sequence 
my @pairs; #all unique ZnF pairs in the PRDM9 ZnF arrays 
 ii 
my @justSeqs; #just the sequences of ZnF 
 
 
die $sUsage if -w $motifs_output; 
die $sUsage if !(-d $fastaDir); 
 
#Read files 
open (my $fh,'<',$znf_file) or die $sUsage; 
while (my $line = <$fh>){ 
 chomp $line; 
 my @arrayLine = split(',', $line); 








open(my $fh1,'<',$znfArray_file) or die $sUsage; 
while(my $line1=<$fh1>){ 
 chomp $line1; 




open(my $fhw,'>',$motifs_output) or die $sUsage; 
foreach my $key (keys %znf){ 
 my $znfseq = @{$znf{$key}}[0]; 
 my @uniqueMotifs; 
 for(my $windowSize=1;$windowSize<=length($znfseq);$windowSize++){ #for 
each slidding window size 
  my $foundSmallest=0; 
  for(my $substrInd=0;$substrInd<=length($znfseq)-$windowSize; 
$substrInd++){ #for each starting index of the substring  
   my $substring = substr($znfseq,$substrInd,$windowSize); 
   my $foundMatch=0; #if there's a match made in other ZnF 
sequences 
   foreach my $keyCompared (keys %znf){ 
    if(($key ne $keyCompared) && 
((index(@{$znf{$keyCompared}}[0],$substring) > -
1)||(index(@{$znf{$keyCompared}}[1],$substring) > -1))){ 
     $foundMatch=1; 
     last;#breaks loop if found in other znf 
    } 
   } 
   if($foundMatch==0){#add substring to array if didn't find 
match 
    push(@uniqueMotifs,$substring); 
    $foundSmallest=1; 
   } 
  } 
  if($foundSmallest==1){ 
   last; 
  }  
 } 
 iii 
 #do same but for reverse finger 
 $znfseq = @{$znf{$key}}[1]; 
 for(my $windowSize=1;$windowSize<=length($znfseq);$windowSize++){ #for 
each slidding window size 
  my $foundSmallest=0; 
  for(my $substrInd=0;$substrInd<=length($znfseq)-$windowSize; 
$substrInd++){ #for each starting index of the substring  
   my $substring = substr($znfseq,$substrInd,$windowSize); 
   my $foundMatch=0; #if there's a match made in other ZnF 
sequences 
   foreach my $keyCompared (keys %znf){ 
    if(($key ne $keyCompared) && 
((index(@{$znf{$keyCompared}}[0],$substring) > -
1)||(index(@{$znf{$keyCompared}}[1],$substring) > -1))){ 
     $foundMatch=1; 
     last;#breaks loop if found in other znf 
    } 
   } 
   if($foundMatch==0){#add substring to array if didn't find 
match 
    push(@uniqueMotifs,$substring); 
    $foundSmallest=1; 
   } 
  } 
  if($foundSmallest==1){ 
   last; 
  }  
 } 
 @{$znfMot{$key}}=@uniqueMotifs; 
 my $count=1; 
 foreach (@uniqueMotifs){ 
  my $mot= $_ ; 
  my $outstr=uc $key."\t" . uc $mot . "\n"; #prints to file 
  print $fhw $outstr; 





#----------------------------------get unique suffix and prefix for each ZnF 
finger 
foreach my $fingerSingle (keys %znf){ 
 my $sequence = @{$znf{$fingerSingle}}[0]; 
 my $i = 1; 
 my $j = -1; 
 my $substring = substr $sequence,0, $i; 
 my $substringAfter = substr $sequence, $j;  
 
 my $foundShortestUniq = 0; 
 my $foundShortestUniqEnd = 0; 
 my $shortestUniqBegin; 
 my $shortestUniqEnd; 
  
 while($foundShortestUniq == 0 || $foundShortestUniqEnd == 0){ 
  my $countFound = 0; 
  my $countFoundAfter= 0; 
 iv 
  my $iterator = 0; 
  while (($countFound <= 2 || $countFoundAfter<=2) && 
$justSeqs[$iterator])  
  { 
   if((index($justSeqs[$iterator],$substring) != -1)) 
   { 
    $countFound ++; 
    
   } 
   if((index($justSeqs[$iterator],$substringAfter) != -1)){ 
    $countFoundAfter ++; 
   } 
   $iterator ++; 
  } 
  if($countFound==1 && $foundShortestUniq == 0){ 
   $foundShortestUniq = 1; 
   $shortestUniqBegin = $substring; 
   $znfBeginUniq{$fingerSingle} = $shortestUniqBegin; 
  } 
  if($countFoundAfter==1 && $foundShortestUniqEnd == 0){ 
   $foundShortestUniqEnd = 1; 
   $shortestUniqEnd = $substringAfter; 
   $znfEndUniq{$fingerSingle} = $shortestUniqEnd; 
  } 
  $j--; 
  $substringAfter = substr $sequence, $j; 
  $i++; 




my @unique_pairs = getZnFPerm(); 
 
 
#----------------------------------gets all permutation of ZnF pairs in 
PRDM9 ZnF arrays 
sub getZnFPerm{ 
 my @permutationsFing; 
 my $R = Statistics::R->new(); 
 $R->startR; 
 my $command1 = join "\",\"",keys %znf; 
 $command1 = "x<-c(\"" . $command1 . "\")"; 
 my $numAlleles = scalar keys %znfArrayAlleles; 
 my $pack="library(gtools)";  
 $R -> run($pack); 
 $R -> run($command1); 
 my $command2 = "y<-
permutations(n=length(x),r=2,v=x,repeats.allowed=T)"; 
 $R -> run($command2); 
 my $allPerm = $R -> get('y'); 
 my $numElements = scalar(@{$allPerm}); 
 my $i = 1; 
  
 while($i<($numElements)){ 
  my $permutation = (@$allPerm[$i] . @$allPerm[$i+1]); 
  push (@permutationsFing,$permutation); 
 v 
  $i=$i + 3; 
 } 




 my $fingerPair=$_; 
 my $firstInPair = substr $fingerPair,0,1; 
 my $secondInPair = substr $fingerPair,1,1; 
 my $fingerPair_print = $fingerPair; 
 my $motifUniqJunction = $znfEndUniq{$firstInPair} . 
$znfBeginUniq{$secondInPair}; 
 if(length($motifUniqJunction) < (84*2)){ 
  my $motifUniqJunctionRev = 
reverse_complement($motifUniqJunction); 
  my $outstr=uc $fingerPair . "\t" . uc $motifUniqJunction . "\n"; 
  print $fhw $outstr; 
  $outstr=uc $fingerPair . "\t" . uc $motifUniqJunctionRev . "\n"; 






#----------------------------------Write fasta files of each permutation of 
PRDM9 alleles 
my $R = Statistics::R->new(); 
$R->startR; 
my $command1 = join "\',\'",keys %znfArrayAlleles; 
$command1 = "x<-c('" . $command1 . "')"; 
my $numAlleles = scalar keys %znfArrayAlleles; 
$R -> run($command1); 
my $command2 = "y<-combn(x,2,FUN=NULL,simplify=FALSE)"; 
$R -> run($command2); 
my $allPerm = $R -> get('y'); 
my %permutations; 
my $numElements = scalar(@{$allPerm}); 
my $i = 1; 
 
#These output the permutations with repetitions 
foreach my $key (keys %znfArrayAlleles) { 
 my $combiRepeat = $key . $key; 
 my $fileWriteRepeat = "$fastaDir/" . $combiRepeat . ".fasta"; 
 open(my $fh2,'>',$fileWriteRepeat); 
 print $fh2 ">" . $key . "\n"; 
 my $seqAllele = ""; 
 for my $char (split //,$znfArrayAlleles{$key}){ 
  $seqAllele=$seqAllele . @{$znf{$char}}[0]; 
 } 
 $seqAllele=uc $seqAllele; 
 print $fh2 "$seqAllele\n"; 
 print $fh2 "> " . $key . "\n"; 
 print $fh2 "$seqAllele\n"; 





 my $permutation = uc(@$allPerm[$i] . @$allPerm[$i+1]); 
 my $fileWrite = "$fastaDir/" . $permutation . ".fasta"; 
 open(my $fh1,'>',$fileWrite); 
 print $fh1 ">" . uc @$allPerm[$i] . "\n"; 
 my $seqAllele=""; 
 for my $char (split //,$znfArrayAlleles{@$allPerm[$i]}){ 
  $seqAllele=$seqAllele . @{$znf{$char}}[0]; 
 } 
 $seqAllele=uc $seqAllele; 
 print $fh1 $seqAllele . "\n"; 
  
 print $fh1 ">" . uc @$allPerm[$i+1] . "\n"; 
 $seqAllele="";  
 for my $char (split //,$znfArrayAlleles{@$allPerm[$i+1]}){ 
  $seqAllele=$seqAllele . @{$znf{$char}}[0]; 
 } 
 $seqAllele=uc $seqAllele; 
 print $fh1 $seqAllele . "\n"; 
 
 close $fh1; 
  




sub reverse_complement { 
        my $dna = shift; 
        my $revcomp = reverse($dna); 
        $revcomp =~ tr/ACGTacgt/TGCAtgca/; 




Annexe 2. Script de préparation des profils idéaux 
Ce script construit le profil idéal pour une paire d’allèles.  Ainsi, il faudra rouler le 
logiciel pour chacune des fichiers de paires d’allèles, par exemple en utilisant une boucle bash 
du type : for i in *.fasta; do …; done, où … correspond à la commande qui lance le 
script PERL. Le script prend en entrée le fichier FASTA représentant une paire d’allèles et la 
liste de motifs unique aux doigts de zinc.  Les paramètres qui peuvent être modulés pour la 
simulation de l’échantillon de courtes lectures de séquençage sont le nombre de lectures à 
simuler et la taille d’insert entre les lectures pairées.  Les paramètres pouvant être modulés 
pour la fusion des courtes lectures pairées chevauchantes est le nombre minimal de paires de 
bases chevauchantes et la p-value nécessaire.  Le chemin vers le logiciel PEAR est demandé, 
tout comme les chemins vers les répertoires de fichiers intermédiaires et vers le répertoire de 




use List::MoreUtils qw/ uniq /; 
 
 
# Path to pear: /home/Armande/prdm9/allelesFastqSimulation/pear-0.9.5-bin-
32/pear-0.9.5-32 
#Builds high coverage profile of one pair of input PRDM9 alleles in FASTA 
format 
#Insert in 
#Order: Simulate fastq from fasta directory.  Merge simulated fastq using 
PEAR. Concatenate R1, R2 and merged files.  Call counts.  
#USE example: perl buildProfile.perl  
 
 
my $sUsage = "Usage: perl $0 <Diploid FASTA file> <Motifs list from ZnF> <# 
of Reads to simulate> <Outer insert size between two ends (Similar to 
observed data> <Pear:minimum overlap [25]> <Pear:pval> <path to output 
folder> <path to final output>"; 
 
if (@ARGV != 8) {die $sUsage;} 
 
my $alleles_file = shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $motifs_file=shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $num_reads= shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $insert_size=shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $minOverPear = shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $pvalPear= shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $pathOutput = shift(@ARGV) or die $sUsage; 







#------------------------Get allele name 
my @alleles_array = split(/\./ , $alleles_file); 





my $wgsimCom="wgsim -d245 -e0.0 -N$num_reads -1100 -2100 -r0 -R0 -X0 
$alleles_file $pathOutput$alleles.R1.fq $pathOutput$alleles.R2.fq;"; 
my $pearCom="$pathPear -f $pathOutput$alleles.R1.fq -r 
$pathOutput$alleles.R2.fq -o $pathOutput$alleles -p $pvalPear -v 
$minOverPear;"; 
my $catCom = "cat $pathOutput$alleles.unassembled.forward.fastq 
$pathOutput$alleles.unassembled.reverse.fastq 








#-----------------------Calls motif counts. 
sub countMotifs{ 
 #Arguments:  
 my $fastq_file = $_[0]; 
 my $motifs_file = $_[1]; 
 my %motifs; #Key: ZnF or ZnF junction, nucleic acid sequence of motif 
unique to this key 
 my %countsmotif; #Key: ZnF or ZnF junction, counts of times unique 
motif is seen. 
 open (my $fh,'<',$motifs_file) or die "Wrong motif file"; 
 #Read motifs file 
 while (my $line = <$fh>){ 
  chomp $line; 
  my @arrayLine = split('\t', $line); 
  $motifs{$arrayLine[0]}=$arrayLine[1]; 
 } 
 close $fh; 
 #Read Fastq file and do magics 
 open (my $fh1,'<',$fastq_file) or die "Wrong fastq merged output"; 
 my $countFastqLines=2; #1 or 2, if line starts with @, count 
fastqLines = 1 else  
 while(my $line1=<$fh1>){ 
  chomp $line1; 
  if($countFastqLines == 1 && $line1 =~ /^A|C|G|T/){ 
   $countFastqLines = 2; 
   my @readmotifs=checkRead($line1,\%motifs); 
   foreach(@readmotifs){ 
    my $mot=$_; 
    if(exists $countsmotif{$mot}){ 
 ix 
     $countsmotif{$mot} = $countsmotif{$mot} +1; 
   
    } 
    else{ 
     $countsmotif{$mot} = 1; 
    } 
   }  
  } 
  if($countFastqLines==2 && $line1 =~ /^@/){ #next line will be a 
DNA Seq 
   $countFastqLines=1; 
  } 
 } 
 close $fh1; 
  
 open(my $fhw,'>',"$finalDir/$alleles.counts.txt") or die $sUsage; 
 foreach my $key(keys %motifs){ 
  if(exists $countsmotif{$key}){ 
   print $fhw "$key\t$countsmotif{$key}\n";    
  } 
  else{ 
   print $fhw "$key\t0\n"; 





 my $read=$_[0]; 
 my %motifs=%{$_[1]}; 
 my @motifsCounts; 
 foreach my $key (keys %motifs){ 
  if(index($read,$motifs{$key}) > -1){ 
   push(@motifsCounts,$key); 
  } 
 } 
 my @uniqmotifs = uniq @motifsCounts; 




Annexe 3. Script d’identification du génotype de PRDM9 
Ce script sert à génotyper un échantillon de courtes lectures correspondant au domaine 
de doigts de zinc (extrait comme décrit à la section 2.2.4.6).  Deux options sont possibles : la 
première va inférer une matrice contenant l’ensemble des profils idéaux, et la seconde prendra 
en entrée un fichier contenant la matrice déjà inférée.  Ceci permet un temps de calcul réduit si 
on est en la présence de plusieurs échantillons à génotyper.  Les fichiers à donner en entrée 
sont l’échantillon de courtes lectures, le fichier de matrice de profils idéaux à lire ou à inférer, 
les séquences en doigts de zinc des allèles de PRDM9.  Les paramètres que l’on peut moduler 
sont le seuil de différence des coefficients de corrélation à considérer, le doigt de zinc d’intérêt 




use List::MoreUtils qw/ uniq /; 
use Statistics::R; 
 
#Builds data frame from folder of count profiles of the simulated FASTQ 
sequences.   
#OR from outputed Dataframe if not first time running this code with same 
set of alleles. 
 
my $sUsage = "Usage: perl $0 <1:Data frame already computed,2:Compute count 
data frame> <Folder of count profiles> <Merged count profiles data frame to 
output or to read> <Motifs file> <FASTQ file of sample to genotype (with 
PEAR merged reads)> <Threshold difference from best hit> <ZnF of interest 
[k]> <PRDM9 ZnF array alleles {PRDM9 allele,ZnF sequence}> <Weight score to 
alleles having ZnF of interest [1 no weight]>"; 
 
if (@ARGV != 9) {die $sUsage;} 
 
my $computeOrNot = shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $profileFolder=shift(@ARGV) or die $sUsage; #or file 
my $df_file = shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $motifs_file=shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $fastqSample=shift(@ARGV) or die $sUsage;  
my $threshold = shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $znfinterest = shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $znfArray_file=shift(@ARGV) or die $sUsage; 
my $znfWeight = shift(@ARGV) or die $sUsage; #Weight of alleles having 
finger of interest.  
 
my %profilesHighCov; #key:Allele name,  
my %znfArrayAlleles; #key: Allele name, ZnF sequence of arrays of interest 
my %obsprofile; #Key: ZnF/ZnF junction name, Counts 
my %correlations; #Key: Allele pair, Correlation coefficient 
 xi 
my %highestCorrelations;  
 
#----------------------------------Read files 
open(my $fh1,'<',$znfArray_file) or die $sUsage; 
while(my $line1=<$fh1>){ 
 chomp $line1; 
 my @arrayLine=split(',',$line1); 
 if(index($arrayLine[1],$znfinterest)!=-1){ 







open(my $fh2,'<',"$fastqSample.counts.txt") or die $sUsage; 
while(my $line2 = <$fh2>){ 
 chomp $line2; 
 my @arrayLine1 = split(' ', $line2); 




#--------------------------------Get simulated high coverage count profiles  
if($computeOrNot==2){profilesDataFrame($profileFolder,$df_file);} 
else{ 
 #reads profiles data frame 
 open (my $fh,'<',$df_file) or die $sUsage; 
 while (my $line = <$fh>){ 
  chomp $line; 
  my @arrayLine = split(' ', $line); 
  #if is a character 
  if($arrayLine[3] =~ /[A-Z]/){ 
   $profilesHighCov{"types"} = [ @arrayLine ]; 
  } 
  else{ 
   my @subTable = @arrayLine[1..$#arrayLine];  
   $profilesHighCov{$arrayLine[0]} = [ @subTable ]; 
  } 
 } 












#-----------------------Calls motif counts. 
sub countMotifs{ 
 #Arguments:  
 my $fastq_file = $_[0]; 
 xii 
 my $motifs_file = $_[1]; 
 my %motifs; #Key: ZnF or ZnF junction, nucleic acid sequence of motif 
unique to this key 
 my %countsmotif; #Key: ZnF or ZnF junction, counts of times unique 
motif is seen. 
 open (my $fh,'<',$motifs_file) or die "Wrong motif file"; 
 #Read motifs file 
 while (my $line = <$fh>){ 
  chomp $line; 
  my @arrayLine = split('\t', $line); 
  $motifs{$arrayLine[0]}=$arrayLine[1]; 
 } 
 close $fh; 
 #Read Fastq file and do magics 
 open (my $fh1,'<',$fastq_file) or die "Wrong fastq merged output"; 
 my $countFastqLines=2; #1 or 2, if line starts with @, count 
fastqLines = 1 else  
 while(my $line1=<$fh1>){ 
  chomp $line1; 
  if($countFastqLines == 1 && $line1 =~ /^A|C|G|T/){ 
   $countFastqLines = 2; 
   my @readmotifs=checkRead($line1,\%motifs); 
   foreach(@readmotifs){ 
    my $mot=$_; 
    if(exists $countsmotif{$mot}){ 
     $countsmotif{$mot} = $countsmotif{$mot} +1; 
   
    } 
    else{ 
     $countsmotif{$mot} = 1; 
    } 
   }  
  } 
  if($countFastqLines==2 && $line1 =~ /^@/){ #next line will be a 
DNA Seq 
   $countFastqLines=1; 
  } 
 } 
 close $fh1; 
  
 open(my $fhw,'>',"$fastqSample.counts.txt") or die $sUsage; 
 foreach my $key(keys %motifs){ 
  if(exists $countsmotif{$key}){ 
   print $fhw "$key\t$countsmotif{$key}\n";    
  } 
  else{ 
   print $fhw "$key\t0\n"; 





#----------------------------------Compute profiles data frame and keep data 
frame in memory. 
sub profilesDataFrame{ 
 my $folder=$_[0]; 
 xiii 
 my $df=$_[1]; 
 my $R = Statistics::R->new(); 
 $R->startR; 
 my $command1='files <- list.files(path="' . $folder . '");DF <- 
NULL;i<-0; dat<-NULL;'; 
 my $loopCommand= 'for (f in files){ f_<-paste("' . $folder . 





 my $command2='rownames(DF)<-dat$V1; DF<-as.matrix(DF);DF_transposed<-
t(DF); DF_transposed<-as.data.frame(DF_transposed); 
write.table(DF_transposed,file="' .$df.'",quote=FALSE)'; 
 $R -> run($command1); 
 $R -> send($loopCommand); 
 $R -> send($command2); 
  
 open (my $fh,'<',$df) or die $sUsage; 
 while (my $line = <$fh>){ 
  chomp $line; 
  my @arrayLine = split(' ', $line); 
  #if is a character 
  if($arrayLine[3] =~ /[A-Z]/){ 
   $profilesHighCov{"types"} = [ @arrayLine ]; 
  } 
  else{ 
   my @subTable = @arrayLine[1..$#arrayLine];  
   $profilesHighCov{$arrayLine[0]} = [ @subTable ]; 
  } 
 } 




#----------------------------------Calculates correlations coefficients 
between simulated count profiles and observed count profiles 
sub correlateCoefficients{ 
 my $R = Statistics::R->new(); 
 $R->startR; 
  
 my $com_typeobs = ""; 
 my $com_countobs= ""; 
  
 foreach my $key (keys %obsprofile){ 
  $com_typeobs = $key .'\',\'' . $com_typeobs; 
  $com_countobs = $obsprofile{$key}  . ',' . $com_countobs; 
 } 
  
 my $chr = chop($com_typeobs); my $chr2 = chop($com_typeobs); my $chr3 
= chop($com_countobs); 
 $com_typeobs = "typeobs<-c('" . $com_typeobs . ")"; 
 $com_countobs ="counts<-c(" . $com_countobs . ")"; 
 $R-> send($com_typeobs); 
 $R-> send($com_countobs); 
 $R->send("obs <- data.frame(typeobs,counts)"); 
 xiv 
 $R->send('obs <- obs[order(obs$typeobs),]');  
 $R->send('obs<-na.omit(obs)'); 
 
   
 foreach my $key (keys %profilesHighCov){ 
   
  my $currenttypes = join('","',@{$profilesHighCov{"types"}}); 
  $currenttypes = 'currentTypes<-c("' . $currenttypes . '")'; 
  $R->send($currenttypes);  
  if(index($key, "type")==-1){ 
   my @arraycounts = @{$profilesHighCov{$key}}; 
   my $currentcounts = join(',',@arraycounts); 
   $currentcounts = "currentcounts<-c($currentcounts)"; 
   $R->send($currentcounts); 
   $R->send('current <- 
data.frame(currentTypes,currentcounts)'); 
   $R->send('current <-
current[order(current$currentTypes),]'); 
   $R->send('current<-na.omit(current)'); 
   $R->send('test<-cbind(current$currentcounts,obs$counts)'); 
   $R->send('test<-test[rowSums(test)>0,]'); 
   $R->send('test<-na.omit(test)'); 
   $R->run('y<-cor(test[,1],test[,2])'); 
   my $current_results = $R->get('y'); 
   $correlations{$key} = $current_results; 
  } 
 } 
  
 my $biggest = 0; 
 my %highCor; 
  
  
 foreach my $nameAllele (sort { $correlations{$b} <=> $correlations{$a} 
} keys %correlations) { 
     if($correlations{$nameAllele} > $biggest){ 
      $biggest =  $correlations{$nameAllele}; 
     } 
     if($correlations{$nameAllele} > $biggest-$threshold){ 
      $highCor{$nameAllele}=$correlations{$nameAllele}; 
     } 
     else{ 
      last; 
  } 
 } 
  
 return %highCor; 
} 
 
sub callgenclass{  
 my %interestznfAlleles=%{$_[0]}; 
 my %highcorrelations=%{$_[1]}; 
 my $znfWeight = $_[2]; 
 my %genoClass; 
    $genoClass{homoInterestingZnF}=0; 
    $genoClass{hetero}=0; 
    $genoClass{homo}=0; 
 xv 
 foreach my $twoAlleles(keys %highcorrelations){ 
  my @temp=getTwoAlleles($twoAlleles); 




  } 
  elsif(exists $interestznfAlleles{$temp[0]} || exists 
$interestznfAlleles{$temp[1]}){ 
   $genoClass{hetero} = $genoClass{hetero}+1; 
  } 
  else{ 
   $genoClass{homo} = $genoClass{homo}+1; 
  } 
 } 
 $genoClass{homoInterestingZnF} = $genoClass{homoInterestingZnF} * 
$znfWeight * $znfWeight; 
 $genoClass{hetero} = $genoClass{hetero} *$znfWeight; 
  
 if ($genoClass{homoInterestingZnF} >= $genoClass{hetero} && 
$genoClass{homoInterestingZnF} >= $genoClass{homo}){ 
  print "$fastqSample\t2 homoScore:$genoClass{homoInterestingZnF}, 
hetero:$genoClass{hetero}, homo: $genoClass{homo}\n"; 
 } 
 elsif($genoClass{hetero} >= $genoClass{homoInterestingZnF} && 
$genoClass{hetero} >= $genoClass{homo}){ 
  print "$fastqSample\t1 homoScore:$genoClass{homoInterestingZnF}, 
hetero:$genoClass{hetero}, homo: $genoClass{homo}\n"; 
 } 
 elsif($genoClass{homo} > $genoClass{homoInterestingZnF} && 
$genoClass{homo} > $genoClass{hetero}){ 
  print "$fastqSample\t0 homoScore:$genoClass{homoInterestingZnF}, 






#----------------------------------Checks read for motif   
sub checkRead{ 
 my $read=$_[0]; 
 my %motifs=%{$_[1]}; 
 my @motifsCounts; 
 foreach my $key (keys %motifs){ 
  if(index($read,$motifs{$key}) > -1){ 
   push(@motifsCounts,$key); 
  } 
 } 
 my @uniqmotifs = uniq @motifsCounts; 
 return @uniqmotifs; 
} 
 
#----------------------------------Identifies the two alleles in a string 
(alleles are letters of the alphabet or start with L) 
sub getTwoAlleles{ 
 my $currSimulAllele = $_[0]; 
 xvi 
 my @count = ($currSimulAllele =~ /L/g); 
 my $counts = @count; 
 my $simulAll1; 
 my $simulAll2; 
   
 if($counts == 0){ 
  $simulAll1=substr($currSimulAllele, 0, 1); 
  $simulAll2=substr($currSimulAllele,1,1); 
 } 
 else{ 
  $simulAll1=substr($currSimulAllele, 0, 1); 
  my $i = 1; 
  while(substr($currSimulAllele, $i,1) =~ /[0-9]/ && $i != 
length($currSimulAllele)){ 
   $simulAll1 = $simulAll1 . substr($currSimulAllele, $i,1); 
   $i++; 
  } 
  $simulAll2 = substr($currSimulAllele,$i); 
 } 
 my @alleles = ($simulAll1,$simulAll2); 
} 
 
 
  
 
